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C

uentan de un paisano de Catamarca que se encontró en el campo 

un huevo muy grande. 

Nunca había visto nada igual. Y decidió llevarlo a su casa. 
¿Será de avestruz?, preguntó su mujer. 
No, es demasiado abultado; di jo el abuelo 
¿Y si lo rompemos?, propuso el ahijado 

Es una lástima. Perderíamos una hermosa curiosidad, respondió la abuela 
Miren, en la duda, se lo voy a colocar a la.ppycyque está calentando huevos .-, 
Tal vez con el tiempo nazca algo, afirmó el 5 io- - y así lo hizo , 
Cuenta la historia que a los quince edas nació unl:i4yit-o oscuro, grande, nervioso 
Que con mucha avidez comió todo/el alimento que encontró a su alrededor. 
Luego miró a la madre con vivaci4ad y le di jo tusiasta: 

• 
"Bueno, ahora vamos a volar" 

La pava se sorprendió chísimo de laprop¿sición de su flamante crío, y le 
explicó: "Miró, los pavos vuelan:, A;vq$:te hace mal comer apurado". 
Entonces todos trat on de que.epaviN comiera más despacio, el mejor 

• 
alimento y en la edida justa. Pero. él evito terminaba su almuerzo o su cena, su 
desayuno o Trienda y le decía., e sus hor_mdnos "vamos muchachos, a volar!". 
Todos los pdyr le explicabá-nuevamente: "Los pavos no vuelan. A vos te hace 
mal la comiAce..! .‘ 
El pavo fué fiabria0o más de comer y menos de volar. Y creció y murió en la 
pavada generar  "   pero era un cóndor! 

Había nacido para volar hasta los 7000 metros; pero como nadie volaba 
El riesgo de morir en la pavada general es muy grande. Como nadie vuela! 
Muchas puertas están abiertas porque nadie las cierra y otras están cerradas 

porque nadie las abre. 

El miedo al hondazo es terrible, pero la verdadera protección está en las alturas. 
Especialmente cuando hay hambre de elevación y buenas alas. 

nrigue GIVISCOI 
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RESUMEN 

Wounten

Staphylococcus aureus es un agente causal de infecciones en hombre y animales, 

aunque su nicho ecológico es la flora normal de piel y mucosas de animales. El Objetivo del 

presente trabajo fue el estudio epidemiológico molecular en base a las relaciones genéticas 

de 212 cepas de S. aureus aisladas de diferentes orígenes (alimentos, mastitis bovina, 

infecciones y flora normal de humanos) por RAPD-PCR y REP-PCR y su comparación con 

los resultados obtenidos por técnicas convencionales. El 45% de todas las cepas pudieron 

asociarse con un biotipo huésped específico. La mayor resistencia a antibióticos encontrada 

fue para penicilina (45%). Los resultados obtenidos mediante las técnicas moleculares de 

RAPD-PCR y REP-PCR permitieron diferenciar poblaciones genotípicamente diferentes de 

acuerdo al origen. Los ensayos con mezclas de ADN permitieron la obtención de bandas 

fuertes y nítidas diferentes en cada población y diferentes según la virulencia de las cepas 

ensayadas. El análisis en la distribución de genes asociados a virulencia permitió analizar el 

estudio de estas diferencias genéticas. La amplificación de la región variable X del gen spaA 

reveló diferencias en el tamaño del fragmento para las cepas humanas y bovinas. El gen 

cap5 estuvo presente en cepas humanas y bovinas, mientras que cap8 no pudo ser hallado 

en cepas bovinas. Se encontraron diferentes clases de agr entre las cepas aisladas de 

diferentes orígenes, sugiriendo la existencia de polimorfismos en las cepas de S. aureus de 

acuerdo al origen de aislamiento. Los resultados obtenidos al amplificar el gen sae 

muestran que solo el 62% de las cepas ensayadas presentaron fragmentos de 

amplificación. Los datos estarían indicando que el gen sae no se encuentra en todas las 

cepas ensayadas, o que podría ser polimórfico, por lo que no sería amplificable con los 

cebadores empleados. En el presente estudio todas las técnicas empleadas arrojaron 

buenos resultados y en general los datos obtenidos de cada técnica fueron acordes entre sí. 

Los resultados obtenidos a partir de los genotipos podrían ser importantes para construir 

bases de datos. Esto permitiría monitorear las cepas de S. aureus. Los resultados obtenidos 

representan un valioso aporte al conocimiento de la epidemiología de S. aureus ya que (1) 

han permitido elucidar relaciones epidemiológicas, (2) contribuyen a la selección de cepas 

de S. aureus con características relevantes para ser utilizadas en el diseño de vacunas 

contra la mastitis bovina, (3) posibilitan un mejor conocimiento, a nivel feno y genotípico de 

cepas de S. aureus de distintos orígenes y de distintas regiones, (4) contribuyen al estudio 

de cepas MRSA, gen sae, análisis de las bandas posibles marcadores moleculares, los 

cuales podrían ser de utilidad en esquemas de identificación de cepas de S. aureus 

mediante métodos rápidos. 

Erina B. Ronoso Wsis (Doctoral 
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Staphylococcus aureus 

Introduccion 

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva perteneciente a la familia 

Micrococcaceae capaz de producir infecciones en el hombre y animales. Por otro lado 

pertenece a la flora normal encontrada sobre la piel y membranas mucosas de mamíferos y 

aves. Reside normalmente en el colon humano y el principal sitio de colonización en el 

hombre es la nariz (Kluytamans y col., 1997). Los humanos son un reservorio natural de S. 

aureus y la colonización asintomática es más frecuente que la infección. El nicho ecológico 

de este agente son las narices anteriores. La bacteria puede ser diseminada en el medio y 

puede sobrevivir por largos períodos de tiempo. La prevalencia e incidencia de portadores 

nasales de S. aureus varía de acuerdo a la población estudiada. En general se ha 

encontrado un 37.2% de portadores (Kapur y col., 1995). 

La identificación de S. aureus como patógeno humano fue informado por Ogston en 

1881, posteriormente al descubrimiento de los microorganismos por Robert Koch en 1878. 

En las siguientes décadas fue considerado como el agente más importante en las 

infecciones nosocomiales ya que puede producir desde un simple absceso a una sepsis 

fatal (Tenover y col., 1994, Seguin y col., 1999). 

Entre las infecciones más frecuentes en animales se destaca la mastitis bovina, que 

es la inflamación de la glándula mamaria, que puede ser causada por infecciones, lesiones 

traumáticas, disturbios secretorios de origen metabólico — nutricional, situaciones de estrés 

o cambios fisiológicos asociados con una terminación temprana de Ila lactancia. El término 

deriva de las palabras griegas mastos, que significa 'pechos" e itis que significa "inflamación 

de". La enfermedad se presenta con diferentes niveles de intensidad dependiendo del grado 

de inflamación pudiendo ser clasificados en: 

mastitis clínica, donde la ubre muestra reacción inflamatoria visible, con síntomas 

característicos que pueden ser locales o sistémicos. 

• mastitis subclínica donde no se observan signos clínicos evidentes y la leche parece 

normal. La forma subclínica es importante porque no solo constituye una reserva de 

microorganismos sino que también es entre 15 a 40 veces más frecuente que la 

manifestación clínica. 

* mastitis crónica que se caracteriza por la formación de microcolonias dentro de la 

glándula mamaria, tiene usualmente un desarrollo progresivo de tejido cicatrizante y un 

cambio en la forma y el tamaño de la glándula afectada. 

Mic. Reinos() 1 
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Introducción 

La mastitis ha sido reconocida desde que el hombre domesticó la vaca y a pesar de 

todo el avance científico, hoy continúa siendo la enfermedad más común y costosa que 

padece el ganado en el mundo entero (Watts, 1988). Se estima que entre un 15% y un 20% 

de todas las vacas lecheras están infectadas por alguna forma de mastitis. Dicha 

enfermedad es generalmente el resultado final de la interacción de varios factores, tales 

como el manejo de los animales del rodeo, el huésped y los agentes etiológicos pero los 

más importantes están relacionados con las medidas preventivas de control existentes. 

Hasta el presente, la desinfección post-ordeñe y la terapia con antibióticos al secado son los 

métodos de control más aceptados, aunque no, los más económicos. 

La enfermedad ocasiona grandes pérdidas económicas tanto en la producción como 

en la industria lechera a consecuencia de la pérdida del valor biológico de la leche, 

alterando la calidad de los subproductos industrializados (Bucldle y Cooper, 1978; 

Genigeorgis, 1989). Anualmente se pierden, por su causa, cerca de 70 millones de 

kilogramos de grasa butirosa. Los derivados lácteos permiten, además, el desarrollo de S. 

aureus, lo que ocasiona en el hombre enfermedades transmitidas por alimentos (Tranter y 

Brehm, 1994; Genigeorgis, 1989) 

La demanda por una mayor calidad de los productos por parte de las industrias 

lácteas, ha promovido el desarrollo de líneas de investigación orientadas a la producción de 

vacunas, como una estrategia de manejo apropiada para controlar las infecciones 

intramamarias (Giraudo y col., 1997; Calzolari y col., 1997; Bogni y col., 1998; Sordelli y col., 

2000; Buzzola y col., 2001). Sin embargo, los intentos a nivel internacional para producir 

una vacuna no han resultado exitosos (Buddle y Cooper, 1978) debido, no sólo a la 

diversidad de patógenos contagiosos y ambientales que colonizan el epitelio de la glándula 

mamaria, sino también a la dificultad para generar una respuesta inmune apropiada y 

efectiva. Varios trabajos relacionados a vacuna han sido desarrollados en Argentina 

(Giraudo y col., 1997; Calzolari y col., 1997; Bogni y col., 1998; Reinos° y col., 2002). 

Resistencia a antibióticos 

A pesar de la introducción de los agentes antimicrobianos y de las mejoras en la 

higiene, que han sido fundamentales para reducir la mortalidad de las infecciones 

estafilocócicas en el siglo XX, los estafilococos han persistido como patógenos importantes 

en humanos y animales. Un factor importante en esa persistencia es la capacidad que 

poseen estos microorganismos para desarrollar resistencia a los antibióticos empleados en 

31ic. 'ami (B. Reinos° 2 
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Introducción 

su control (Lowy, 2003; Tenover y col., 1994). Durante las últimas décadas, ha generado 

gran preocupación la aparición de cepas resistentes a numerosos antibióticos y la 

asociación de estas cepas con brotes epidémicos. La mortalidad de pacientes con 

bacteriemia a S. aureus en la era pre-antibiótica excedía el 80%, la introducción de la 

penicilina, en la década del 40, mejoró el pronóstico de pacientes con infección 

estafilocóccica. Sin embargo, en 1942, surgieron las primeras cepas resistentes. En 1960 

más del 80% de los aislados tanto en la comunidad como en hospitales era resistente a la 

penicilina (Lowy, 2003). Desde hace unos años, las cepas de S. aureus meticilino 

resistentes (MRSA), las cuales emergieron durante la década del 80', están siendo 

consideradas como un problema clínico adicional, luego del uso clínico indiscriminado de 

beta-lactámicos. Las primeras cepas MRSA fueron aisladas en Inglaterra en 1961 luego del 

desarrollo de meticilina, la primera penicilina semi-sintética. Desde entonces, las cepas 

MRSA se han convertido en los patógenos prevalentes causando infecciones nosocomiales 

en todo el mundo, y la incidencia está creciendo en algunos países. Las cepas MRSA son 

resistentes a la gran mayoría de los antibióticos beta-lactámicos, representados por 

penicilinas y cefalosporinas. Los trabajos sobre epidemiología indican que todas las cepas 

tienen un origen clonal (Musser y Kapur, 1992; Saulnier y col., 1993). La resistencia es 

causada por la producción de una proteína de unión a penicilina, designada PBP 2' o PBP 

2°, la cual tiene afinidades de unión remarcablemente reducidas a los antibióticos beta-

lactámicos. La proteína PBP 2' está codificada por el gen mecA localizado en el cromosoma 

de las cepas MRSA. Dicho gen fue donado y secuenciado en 1987 (Ro y col., 2001) y está 

ampliamente distribuido entre cepas de Staphylococcus coagulasa positivas como 

negativas. Esta resistencia a los beta-lactámicos está codificada en un elemento genético 

móvil, designado "cassette cromosómico de estafilococo mec" (SCCmec), el cual fue 

identificado en una cepa MRSA japonesa. SCCmec se caracteriza por la presencia de 

extremos repetidos e invertidos, un grupo de genes recombinasas específicos (ccrA y ccrB) 

y el complejo gen mecA. Actualmente se han identificado dos tipos de elementos genéticos 

que codifican el gen mecA, los cuales tienen diferencias en tamaño y secuencia 

nucleotídica (I-liramatsu y col, 2001). Es importante destacar que las cepas MRSA son 

resistentes a todos los agentes fl-lactámicos, incluyendo al amplio espectro de antibióticos 

usados en larga escala en los hospitales. Esta resistencia se debe a que el gen mecA 

portaría otros elementos genéticos como Tn554, pUB110 y pT181, los cuales codifican para 

resistencias a antibióticos no plactámicos, causando multirresistencias Oto y col., 1998). 

Por lo tanto el mecanismo de diseminación aumentado bajo presión de selección, en 

hospitales, podría contribuir al incremento de la prevalencia de cepas MRSA. 

Tic. Vinci (B. Reinos() 3 
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Introducción 

Recientemente, se ha informado una resistencia aumentada a vancomicina, único 

agente terapéutico disponible en la clínica para el tratamiento de cepas multirresistentes. Se 

conoce que todas las cepas con resistencia a vancomicina son MRSA y que la adquisición 

del gen vanA, responsable de dicha resistencia, ha sido consecuencia de eventos 

conjugativos con cepas de Enterococcus faecalís (Lowy, 2003). 

Factores de virulencia 

Los microorganismos patogénicos ponen en juego un conjunto de estrategias de 

supervivencia para colonizar determinados órganos del huésped mediante la adquisición de 

una variedad de factores de virulencia. Estos permiten a la bacteria evadir las defensas 

fagocíticas del huésped, facilitar su adherencia a células epiteliales, colonizar los tejidos y 

favorecer su persistencia extracelular. También se conoce que S. aureus es capaz de 

persistir en el huésped evadiendo la respuesta inmune. Esta observación ha sugerido la 

internalización de las cepas en células epidérmicas y endoteliales (Almeida y col., 1996). 

Por otro lado se ha demostrado que es capaz de invadir e inducir la muerte de varios tipos 

de células mediante la actividad citotóxica (Bayles y col., 1998; Krut y col., 2003). 

Entre los factores de virulencia de S. aureus se destacan la proteína A, coagulasa, 

cápsula y adhesinas como las proteínas de adhesión a colágeno y el receptor de 

fibrinógeno, entre otros. 

La proteína A está codificada por el gen spa, el cual posee una región polimórfica o 

variable y una región conservada. La región polimórfica X consiste de un número variable 

de repetidos de 24 pares de bases y está localizada upstream de la región codificante del 

extremo C-terminal de la pared celular (Uhlen y col., 1984). La diversidad de la región 

parece originarse a partir de delesiones y duplicaciones espontáneas de las unidades 

repetidas como también por mutaciones puntuales. El dominio de la proteína A, codificado 

por la región X, sirve para extender la porción N-terminal de unión a la inmunoglobulina IgG 

a través de la pared celular, evitando la fagocitosis y la fijación del complemento (Guss y 

col., 1984). La existencia de regiones conservadas flanqueando la región X permite el uso 

de cebadores de PCR para la amplificación y tipificación. La tipificación mediante el gen spa 

es apropiada para el estudio epidemiológico en corto tiempo, ya que el gen tiene una 

velocidad evolutiva muy grande (Shopsin y col., 1999). 

La proteína coagulasa es un importante factor de virulencia en S. aureus. La enzima 

tiene la propiedad de coagular la fibrina, lo que da lugar a que la misma se deposite sobre la 

.9lic. Elina B. 4inoso (Iésis Docto mí 4 
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Introducción 

bacteria, ofreciéndole protección contra la fagocitosis. Al igual que el gen spaA, el gen coa 

posee una región polimórfica repetida que puede ser usada para diferenciar cepas. La 

región variable de coa comprende secuencias cortas repetidas de 81 pares de bases que 

son variable en número y secuencia (Goh y col., 1992). 

Las cepas de S. aureus son capaces de producir polisacáridos capsulares in vivo o 

bajo definidas condiciones de cultivo. La cápsula es un factor de virulencia demostrado en 

diferentes modelos animales, ya que inhibe la fagocitosis. Los anticuerpos contra la cápsula 

han mostrado protección frente a la enfermedad en algunos modelos, como en el ratón 

(Fattom y col., 1996; Nemeth y Lee, 1995). En la bibliografía se informa que un elevado 

porcentaje de cepas de S. aureus aisladas de distintos húespedes son capsuladas 

(Sompolinsky y col., 1985). Se han descripto once tipos de cápsula, aunque los tipos 

predominantes en cepas aisladas de huésped humano son los tipo 5 y 8. Una prevalencia 

variable del tipo de cápsula se ha encontrado en cepas bovinas aisladas de diferentes 

regiones geográficas del mundo. 

Las adhesinas son consideradas los factores de virulencia más importantes en las 

fases tempranas de la infección, ya que son las responsables de la unión del 

microorganismo en la célula huésped. Entre ellas se destacan la fibronectina, laminina, 

elastina, osteoporina, sialoproteínas y colágeno. Las adhesinas se denominan componentes 

microbianos de superficie reconocedores de moléculas adhesivas en la célula huésped 

(denominados MSCRAMMs). Cada uno de estos MSCRAMMs se caracterizan por tener una 

especificidad por una única proteína de huésped (Gillaspy y col., 1998). Por ejemplo, la 

habilidad de S aureus de unirse a fibrinógeno y fibrina se debe a la presencia del gen clfA 

que codifica para el receptor de fibrinógeno. Por otro lado, el gen cna codifica una adhesina 

que solo se une a colágeno de la célula huésped. En la bibliografía se describe que los 

genes que codifican para adhesinas en distintas especies bacterianas se encuentran en 

islas de patogenicidad (Hacker y col., 2000). 

S. aureus también es un importante patógeno debido, en parte, a la producción de 

exotoxinas, las cuales funcionan como superantígenos (SAgs). Estas exotoxinas incluyen la 

toxina del síndrome del shock tóxico (TSST-1) y nueve variantes inrnunológicas (A-L). Las 

mismas están involucradas en la modulación de la respuesta inmune del huésped y podrían 

contribuir a la evasión de la defensa y a la persistencia bacteriana. Los genes codificantes 

de SAgs están generalmente asociados a elementos genéticos móviles, tales como islas de 

patogenicidad, fagos y plásmidos (Fitzgerald y col., 2001). 

La expresión de las proteínas extracelulares está sujeta a la regulación coordinada 

de varios /mi. El primero en descubrirse y más caracterizado es el regulador agr, el cual 

involucra cinco genes (agrA, agrB, agre agrD y hld). El sistema agr actúa como un 

Mic. 'Erina B. 9?Owso 'Tesis <Doctorar 5 
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Introduccúín 

regulador positivo de proteínas secretorias como a, p y 5 hemolisinas, proteasa, DNAsa, 

estafiloquinasa y toxina del síndrome del shock tóxico, por otro lado reprime la transcripción 

de los genes que codifican para la proteína A, coagulasa y otras proteínas asociadas a 

pared. Otro regulador caracterizado es el locus sar. La mutagénesis del gen sarA mediante 

la inserción de un transposón, disminuye la producción de a y p hemolisinas y aumenta la 

expresión de proteína A y otras proteínas de unión (Novick y col., 1993). 

En el laboratorio de genética microbiana se ha aislado y caracterizado un tercer 

regulador, designado sae (Giraudo y col., 1994-2003). La inactivación de dicho gen produce 

disminución de a y í3 hemolisinas, DNAsa y coagulasa. Los análisis realizados en el 

laboratorio han mostrado que el gen sae inactiva la producción de exoproteínas 

involucradas en la virulencia a nivel transcripcional. El locus sae ha sido mapeado por 

hibridación mediante ensayos de electroforesis en campos pulsantes en S. aureus, 

determinando que el mismo se halla en el fragmento D. El análisis de secuencia del 

fragmento donado, reveló la presencia de dos genes, saeR y sa eS, los cuales codifican un 

regulador de respuesta y una proteína histidina quinasa respectivamente, con alta 

homología a los sistemas regulatorios de dos componentes (Giraudo y col., 1999). 

Actualmente se conoce que los determinantes de virulencia de S. aureus están coordinados 

por varios loci cromosomales no relacionados. Un nuevo locus regulador se denomina mgr y 

los estudios realizados sugieren que este locus podría regular otros genes (Luong y col., 

2003). El locus sae contiene un circuito de autoinducción, lo cual sugiere que dicho locus se 

encuentra debajo de agr en la vía de activación de exoproteínas y que estaría coordinado 

por los efectos de señales ambientales con el sistema agr quourum-sensing y además sería 

una llave intermediaria en la estrategia de regulación general en la cual S. aureus sensa y 

responde al ambiente (Novick y Jiang 2003; Steinhueber y col. 2003). 

Los mecanismos involucrados en la virulencia de bacterias patógenas como los 

determinantes de resistencia a antibióticos son temas importantes en la microbiología 

clínica. Martínez y Baquero (2002) en un trabajo reciente, analiza la relación entre virulencia 

y resistencia a antibióticos, considerando que ambos son mecanismos de adaptación 

seleccionados para sobrevivir bajo condiciones de estrés y que pueden ser adquiridos 

mediante transferencia horizontal en la mayoría de los casos. 

,511ic. Erina B. (24>inoso "lens (Doctorar 6 
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Importancia de la tipificación 

Una estrategia racional y efectiva para el control de las infecciones intramamarias 

debería estar dirigida contra los clones que causan enfermedad (Olive y Bean, 1999). Para 

controlar la diseminación de las infecciones estafilocóccicas, deben identificarse fuentes de 

contaminación y mecanismos de transmisión. Los organismos clonalmente relacionados son 

miembros de una misma especie que comparten factores de virulencia, características 

bioquímicas y genéticas y descienden de una célula precursora común. Sin embargo, la 

diversidad existente a nivel de especie hace que los microorganismos aislados de diferentes 

fuentes a distintos tiempos y en distintas regiones geográficas puedan ser diferenciados en 

subtipos o en cepas. Entonces para conocer si dos cepas están relacionadas clonalmente, 

es necesario tipificarlas. Desde el punto de vista epidemiológico el proceso de tipificación es 

importante para reconocer fuentes de brotes alimenticios, detectar transmisión cruzada de 

patógenos nosocomiales, determinar la fuente de infección y particularmente, reconocer 

cepas virulentas con el fin de hacer vigilancia epidemiológica y monitorear programas de 

vacunación (Olive y Bean, 1999). Los mecanismos que generan diversidad son: la 

transferencia horizontal de genes y las mutaciones, entre otros. 

El entendimiento de las relaciones entre aislados bacterianos requiere un 

vocabulario propio. A continuación se presentan los términos más frecuentemente usados 

en epidemiología microbiológica según van Belkum y Verbrugh (1997). 

»c:frmrí HP ti ni f=rnriñri 

Es el sistema usado para (1) discriminar entre aislados no relacionados epidemiológicamente 

pertenecientes a una sola especie o taxón, basado en marcadores feno o genotípicos; (2) 

reconocer relaciones cercanas entre cepas provenientes de un solo ancestro. 

$1--

Constituye una población de bacterias en un monocultivo proveniente de un material clínico 

primario, identificado a nivel de especie 

Un aislado o grupo de aislados que muestran características distintivas de otros aislados de la 

misma especie. 

.511ic. 'Erina B. Rollos° 7 
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ntroducción 

4- Cepa de referencia 

Una cepa suficientemente caracterizada y preservada para estudios genéticos 

Un conjunto de marcadores exhibidos por una cepa según un sistema de tipificación particular 

Un grupo de aislados que descienden de un ancestro común como parte de una cadena directa de 

replicación y transmisión de huésped a huésped o del ambiente al huésped. 

Métodos fenotípicos versus moleculares 

Una variedad de métodos fenotípicos tales como fagotipificación, sensibilidad a 

antibióticos, biotipificación, electroforesis con enzimas multilocus y ecotipo, entre otros, han 

sido ampliamente usados para estudiar diversidad en investigaciones epidemiológicas en 

infecciones humanas y animales (Hájek y Marsálek, 1971; Baumgartner y col., 1984; 

Devriese, 1984; Carro! y Francis, 1985; Kreiswirth y col., 1993). El sistema propuesto por 

Devriese (1984) es un método simplificado para la tipificación de cepas en diferentes 

especies animales. El mismo propone ecovares que se diferencian en ecotipos específicos, 

como humano, bovino y aviar, y biotipos no específicos. Los ecovares pueden distinguirse 

por características bioquímicas como producción de estafiloquinasa (fribrinolisina) y 

citolisinas hemolisinas), coagulación de plasma bovino y tipo de crecimiento en medio 

conteniendo cristal violeta. Este método es un sistema simplificado para la biotipificación de 

las cepas procedentes de diferentes especies animales. La técnica de biotipificación en S. 

aureus ha sido útil en estimar el origen de este microorganismo en varios productos 

alimenticios en la industria y también en infecciones epidemiológicas de brotes alimentarios 

(De Buyser y col., 1987; Rosec y col., 1997; Bertolatti y col., 2003; Hennekinne y col., 2003). 

Sin embargo, la elevada variabilidad fenotípica de S. aureus ha dificultado la 

adopción de éstos sistemas convencionales. Ninguno de los sistemas utilizados ha provisto 

de información clara y definitiva. Además se ha informado que los resultados de estas 

técnicas están sujetos a cambios a lo largo del tiempo (Tenover y col., 1994). Estos 

inconvenientes han conducido al desarrollo de nuevas técnicas, más rápidas y confiables, 

basadas en la tecnología del DNA. La mayoría de las técnicas moleculares actualmente 

usadas para tipificación, se basan en la separación electroforética en geles de agarosa de 

fragmentos de DNA de distinto peso molecular. Este resultado está representado mediante 

.511zc. Erina B. »Jinoso 7iuis (Doctoral- 8 



• 
e 
e 
e 
• 
• 
• 
• 
• 
• 
• 
e 
• 
e 
• 
• 
e 
• 
e 

• 
• 
o 

• 
e 
e 
• 
e 
• 
o 
o 
o 
• 
• 
• 
o 

o 
o 
o 
o 

• 
e 



• 
• 
e 
• 
e 
• 
• 
e 
e 
• 
e 
e 
• 
• 
• 
• 
• 
e 
• 
• 
• 
• 
• 
• 
e 
• 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
• 
e 
• 
e 
e 
e 
e 
• 
e 
e 
e 
O 
e 
e 

e 

Introducción 

un perfil de bandas en un gel donde cada banda es un marcador molecular (Dieffenbach y 

Dvesksler, 1995). Entonces los aislados epidemiológicos relacionados tendrán un perfil 

genómico indistinguible de los aislados no relacionados o al azar de la misma especie. La 

epidemiología molecular en el campo de las enfermedades infecciosas, apunta a la 

detección de polimorfismos genéticos entre cepas de microorganismos de importancia 

clínica. Las relaciones genéticas pueden ser establecidas entre cepas sobre la base de 

medidas de heterogeneidad genética. El conocimiento de estas relaciones es de gran 

utilidad en el área de la epidemiología. 

Un significativo avance en la tecnología del DNA se produjo a principios de la 

década de 1990, cuando Williams y coi. (1990) y Welsh y McClelland (1990) 

simultáneamente desarrollaron una estrategia basada en la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) mediante el uso de perfiles de fragmentos de DNA amplificados usando 

un cebador determinado. La reacción en cadena de la polimerasa es una potente 

herramienta de biología molecular, que puede ser usada para la identificación de especies y 

cepas de diversos microorganismos. La amplificación de determinados genes (por ejemplo 

los genes que codifican moléculas de RNA ribosomal) y el análisis genético de los 

fragmentos amplificados, como así también la información filogenética y sistemática puede 

ser obtenida de manera rápida y eficiente. La PCR también puede ser usada para detectar 

genes responsables de características fenotípicas, mientras que las técnicas derivadas de 

esta reacción permiten la búsqueda de polimorfismos genéticos en todo un genoma. En las 

ciencias médicas, el análisis por PCR de un gen o de todo un genoma, ha tenido 

especialmente un gran impacto en el estudio de la diseminación de microorganismos 

multirresistentes. 

Una técnica derivada es la amplificación al azar de DNA polimórfico (RAPD-PCR), 

basada en el uso de cebadores simples de secuencia arbitraria, de 9 a 10 pares de bases 

de longitud, en una reacción de baja especificidad para amplificar fragmentos genómicos de 

DNA (Versalovic y col., 1991). El ensayo de RAPD-PCR en algunas instancias detecta 

cambios simples de bases en el DNA genómico. Esta estrategia permite la detección de 

polimorfismos en forma rápida y el análisis de un alto número de cepas. Estos 

polimorfismos son de utilidad para discriminar entre individuos relacionados, realizar 

estudios de diversidad genética, determinar relaciones genéticas, construir mapas de 

genes, realizar mejoramiento vegetal, obtener marcadores de DNA y realizar el análisis 

genético de poblaciones (Welsh y McClelland, 1990). 

gésis Voctoraf 9 
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Introducción 

En 1991 Versalovic y col. (1991) describió un método denom,nado REP-PCR para la 

tipificación de genomas bacterianos mediante una amplificación por PCR de elementos 

repetitivos. Los elementos repetidos consisten de secuencias poliiméricas simples de un 

solo nucléotido, como por ejemplo poli A, poli G, poli T o poli C o de un número pequeño o 

grande de multímeros repetidos. Los multímeros repetidos de DNA pueden estar formados 

por unidades idénticas, unidades mixtas o secuencias repetidas degeneradas. En el 

genoma se encuentran cientos de copias de estas secuencias repetidas. Estos elementos 

se caracterizan por mostrar hipervariabilidad entre cada cepa, por lo tanto los perfiles de 

DNA son específicos para cada cepa (van Belkum y col., 1998). 

La amplificación de este tipo de secuencias se lleva a cabo con cebadores altamente 

conservados, de secuencias repetidas presentes tanto en bacterias Gram positivas como 

Gram negativas. Se han identificado tres familias de secuencias repetitivas (rep), ellas son: 

REP (secuencias repetidas extragénicas palindrómicas) de aproximadamente 35 - 40 pares 

de bases. 

Otra familia de repetidos comprende las secuencias ERIC (consensos intergénicos 

repetidos de enterobacterias) de aproximadamente 124 - 127 pares de bases, las cuales 

contienen repetidos invertidos centrales altamente conservados y están localizados en 

regiones extragénicas del genoma bacteriano. 

La tercer familia de elementos rep está constituida por elementos BOX, usados para 

la tipificación de Streptococcus pneumoniae. Están formados por tres subunidades boxA, 

boxB y boxC. La técnica es fácil de realizar, puede ser aplicada para el análisis de gran 

cantidad de muestras y posee un buen poder de discriminación (Del Vecchio y col., 1996). 

Actualmente también se han encontrado secuencias repetidas en elementos 

extracromosomales (van Belkum y col., 1998). 

Todos estos elementos se caracterizan por tener secuencias altamente conservadas 

en los extremos y secuencias variables hacia adentro. La variabilidad puede estar asociada 

a la estructura terciaria de los repetidos de DNA, la cual permite un apareamiento erróneo 

de los repetidos vecinos y dependiendo de la orientación de la hebra los repetidos pueden 

ser insertados o delesionados durante la duplicación. Alternativamente, podría asociarse a 

la recombinación entre múltiples /oci de secuencias repetidas homólogas. Estas secuencias 

repetidas son capaces de formar estructuras tallo-rizo y su función genética parecería estar 

relacionada con la regulación genética, jugando un rol en la terminación transcripcional o 

como sitios de procesamiento de RNA III, ya que en eucariotas están relacionados con 

funciones regulatorias (Stern y col., 1984) e involucradas con ciertas enfermedades como 

el cáncer. 

Elina B.Rptioso <lesis (Doctoral." 10 
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Introducción 

Otra función posible parecería estar relacionada con la estructura y organización 

cromosomal, posiblemente sirviendo como sitio de unión para proteínas específicas (Stern y 

col., 1984). Por otro lado, en la bibliografía se informa que el apareamiento erróneo de las 

secuencias repetidas vecinas es un requisito para los mecanismos de reordenamiento 

genético como la variación de fase y la adaptación bacteriana. 

Informes recientes describen una asociación entre clases únicas de elementos REP 

y la integración de estos elementos en secuencias del huésped (Oppenheim y col., 1993). 

Otra técnica molecular es la electroforesis por campo pulsado (PFGE) que posee la 

capacidad de separar fragmentos de DNA mayores de 25 kb, mediante la alternancia del 

ángulo del campo eléctrico. Este método ofrece ventajas sobre otras técnicas de tipificación 

de S. aureus, ya que se ha determinado una alta sensibilidad y reproducibilidad y está 

siendo analizado su uso en estudios de brotes nosocomiales. Por su elevada resolución es 

considerado el "método de oro" dentro de los métodos de tipificación molecular (Bannerman 

y col., 1995; Olive y Bean, 1999). 

Actualmente la metodología aplicada a las regiones repetidas ha demostrado ser útil 

para la tipificación molecular de aislados clínicos en diferentes bacterias. Sabat y col. (2003) 

ha adoptado el método para la tipificación molecular de cepas MIRSA sugiriendo que el 

método permite la tipificación de cepas de S. aureus con el mismo poder de discriminación y 

reproducibilidad que la electroforesis de campos pulsantes. 

Uno de los avances más importantes en los últimos años en tipificación molecular 

fue el análisis de las secuencias variables de los repetidos en tandem (VNTR) en distintos 

loci de virulencia. El número de unidades repetidas en el mismo locus siempre varía de 

cepa en cepa y puede ser detectada por PCR. La amplificación de regiones repetidas de 

diferentes genes, tales como coagulasa (coa), proteína A (spaA), receptor de fibrinógeno 

(cflA) y adhesión a colágeno (cna) son actualmente usadas para una tipificación confiable y 

precisa. La tipificación del gen spaA es especialmente importante para la tipificación rápida 

de cepas MRSA, ya que ofrece una mayor resolución que la tipificación mediante el gen coa 

(Shopsin y col., 2000). 

Si bien los métodos de tipificación no son 100% resolutivos, cabe destacar que las 

cepas bacterianas van sufriendo eventos de mutación a medida que se propagan en 

distintos ambientes. En función de esto es importante reconocer que no existe una técnica 

de tipificación que permita una diferenciación definitiva (a excepción del secuenciamiento 

del genoma completo) debido a que las cepas podrían estar mutando continuamente. No 
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Introducción 

obstante es de fundamental importancia establecer los criterios de utilización de estos 

métodos para que los resultados obtenidos sean reproducibles y precisos. 

Criterios de utilización de diferentes métodos de tipificación 

Los métodos fenotípicos y genotípicos usados para la tipificación de cepas deben 

compartir vados criterios para poder ser eficazmente aplicados. El primer criterio a 

considerar es que todos los microorganismos a estudiar deben ser "tipificables" por el 

método a usar. La tipificación es el porcentaje de diferentes cepas bacterianas a las cuales 

se les puede asignar un marcador positivo. Para algunos métodos fenotípicos, tales como 

aquellos basados en reacciones con anticuerpos o en la presencia de un receptor para 

bacteriófago, las características particulares podrían no estar presente en todos los 

miembros de la especie, por lo que en ausencia de un marcador, algunas cepas podrían no 

ser tipificables. El segundo criterio a tener en cuenta es el "poder de discriminación". El 

método debe ser capaz de diferenciar claramente cepas no relacionadas. La discriminación 

es importante porque algunos sistemas de tipificación tienden a agrupar organismos en 

grandes grupos, mientras otros agrupan grandes colecciones en pequeños "clusters". El 

tercer criterio es la "reproducibilidad" de la técnica, que se refiere a la capacidad de obtener 

un mismo resultado cuando una cepa es ensayada repetidas veces. Este criterio es 

esencialmente importante para la construcción de bases de datos confiables. Un sistema de 

tipificación también es influenciado por la estabilidad genética de los aislados. Un tipo de 

cepa debe ser estable aún después de la manipulación en el laboratorio (Olive y Bean, 

1999). El cuarto criterio a considerar es el costo de la técnica, la misma debe tener un bajo 

costo. 

Los métodos fenotípicos y genotípicos permiten un cierto nivel de clasificación 

filogenética, desde género, especie, subespecie y biovar hasta nivel específico de cepa. Sin 

embargo las ventajas y desventajas de cada método dependen de la facilidad de 

realización, reproducibilidad, equipamiento requerido y nivel de resolución. Las técnicas 

moleculares proveen más detalle e información consistente sobre las características 

específicas de cada cepa (Figura 1). Técnicas moleculares modernas basadas en la 

caracterización genotípica tienden a asociar bacterias con huéspedes específicos (Kapur y 

col., 1995; Zadoks y col., 2000). 

[Mtc. Ehna B. Reinos() 12 
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Introducción 

Figura 1- Resolución relativa de diferentes técnicas basadas en el análisis molecular de DNA. 
ARDRA: análisis de restricción de rDNA amplificado; RFLP: análisis de polimorfismos de restricción; 
AFLP: amplificación de fragmentos polimórficos; RAPD's APPCR: PCR con cebadores arbitrarios; 
PFGE: electroforesis de campos pulsantes. 

Especificidad de huésped 

En la bibliografía se citan varios trabajos donde se describe una considerable 

heterogeneidad genética en las poblaciones naturales de S. aureus (Hájek y Marsálek, 

1971; Devriese, 1984; Kapur y col., 1995). El concepto que las cepas de S. aureus aisladas 

de diferentes huéspedes difieren unas de otras fue apreciado por Madison y col. en 1935. 

Los análisis fenotípicos en cepas de S. aureus aisladas de huéspedes humanos y bovinos 

han revelado diferencias importantes entre las dos poblaciones de aislados. Diferentes 

técnicas han sido usadas en estudios epidemiológicos. Los resultados han arrojado 

diferencias en las cepas aisladas de cada especie. El entendimiento de estas diferencias 

asentadas en las bases genéticas de la variación entre las cepas de S. aureus no se 

conoce (Herron y col., 2002). Asimismo, la especificidad huésped - enfermedad - clones 

SMiC. c.Elina (B. Wyinoso gésis (Doctorar 13 
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Introducción 

bacterianos ha sido previamente descrita para una variedad de bacterias patógenas. Un 

ejemplo de especificidad de huésped se observa en los aislados de Bordetella 

bronchiseptica, cuyos clones están fuertemente asociados a infecciones en cerdos o perros 

(Selander y Musser, 1990). Kapur y col. (1995) en un estudio realizado sobre 200 cepas de 

S. aureus aisladas de humanos y de diferentes huéspedes animales determinó que las 

cepas tienen predominantemente un origen clonal y están preferentemente asociadas a un 

huésped determinado. Se informa especificidad de huésped en otros géneros como 

Escherichia coil, Streptococcus agalactiae y Listeria monocytogenes (Jersey y col., 1999). 

En la bibliografía también se detalla que genes asociados a virulencia tienen una asociación 

huésped específica, Krieswirth y col. (1983) lo demostró al analizar el gen asociado al 

síndrome del shock tóxico (TSST-1) en cepas de S. aureus aisladas de huéspedes ovinos, 

el cual mostró ser diferente del gen aislado de cepas humanas. 

Recientemente se han descrito trabajos de estudios epidemiológicos de genes 

asociados a virulencia donde se informa que no todos los genes de virulencia o elementos 

regulatorios se encuentran en una población, sugiriendo que estos se hallan ubicados sobre 

elementos móviles, como islas patogénicas (Moore y Lindsay, 2001), 

Marcadores moleculares 

El análisis molecular de cepas de S. aureus ha comenzado hace relativamente 

pocos años a nivel internacional, las técnicas están siendo ampliamente usadas en cepas 

aisladas de origen humano, pero en nuestro país hay pocos estudios en cepas de origen 

bovino (Bogni y col., 1998; Buzzola y col., 2001; Reinoso y col., 2004). 

La técnica de RAPD ha sido empleada por varios autores para el análisis de cepas 

causantes de patologías en humanos (Saulnier y col., 1993), pero se han determinado 

problemas de reproducibilidad interlaboratorio La identificación rápida de cepas es 

importante para el diagnóstico y tratamiento de infecciones. La búsqueda de marcadores 

moleculares está orientada a esta identificación. Una alternativa para la identificación rápida 

podrían ser las sondas genéticas a partir de la obtención de marcadores moleculares por 

RAPD-PCR o REP-PCR (Caetano-Annoles y Gresshoff, 1998). 

Los caracteres fenotípicos son producidos por el genotipo, el medio ambiente y la 

interacción genotipo medio. Los marcadores moleculares basados en la secuencia del DNA 

permiten una comparación clara y directa del material genético de dos o más organismos, 

evitando alguna influencia ambiental sobre la expresión génica. 

mic. Erina B. 411w.so 14 



• 

e 

e 
e 
e 
• 
e 
e 
e 
• 
e 
• 
e 
• 
• 
e 
e 
e 
e 
e 
e 
• 
e 
• 
e 
e 
e 
e 
e 
• 
e 
• 
e 
e 
e 
e 
• 
e 
• 
e 
e 
e 
e 
• 
e 
e 
• 



La taxonomía numérica como teoría clasificatoria 

Ante la diversidad que lo rodea, el hombre recurre a la clasificación como medio para 

evitar la confusión e, instintiva o conscientemente, clasifica su mundo circundante. La 

clasificación es el agrupamiento de objetos en clases sobre la base de atributos que poseen 

en común y/o sus relaciones. 

El origen de la ciencia de la clasificación se remonta hasta los antiguos griegos. No 

obstante, el proceso de clasificar, el reconocimiento de similitudes y el agrupamiento de 

organismos u objetos en función de esas similitudes, comienza con el hombre primitivo. En 

la diversidad que el hombre enfrenta está el mundo viviente y es en éste donde ha tenido 

lugar un monumental proceso clasificatorio sin paralelo en otras disciplinas. No es entonces 

casual que este proceso clasificatorio haya sido el contexto donde nació la "taxonomía 

numérica" (Crisci y Lopez Armengol, 1983). 

La taxonomía es el estudio teórico de la clasificación, incluyendo sus bases, 

principios, procedimientos y reglas. El motivo de estudio de las clasificaciones son los 

objetos y organismos a clasificar. La taxonomía es la ciencia que trata de explicar cómo se 

clasifica y cómo se determina. Utiliza determinados grados de similitud entre organismos 

para establecer un taxón. Una sola característica no determina la posición taxonómica de 

un organismo, la similitud general y la definición de los taxones se basan en varias 

características. 

Tres son los requisitos lógicos que debe cumplir un agrupamiento de objetos en 

clases para que sea considerado una clasificación: 

a) en cada clase de más de un objeto (no unitarias) debe existir, para cada objeto de la 

clase, otro distinto que comparta con él como mínimo un atributo. 

b) el ser miembro de una clase no es en sí mismo un atributo. 

c) cada objeto de cualquier clase debe diferir, al menos, en un atributo de cada objeto de 

cualquier otra clase. 

La aplicación de los conceptos de taxonomía numérica fue posible mediante el uso 

de computadoras, debido a la gran cantidad de cálculos a realizar. 

31zc. Efina cJ3. (10nose 15 
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Introducción 

Aplicación de las técnicas de la taxonomía numérica 

Se entiende por técnicas numéricas la rama de la taxonomía numérica que, 

mediante operaciones matemáticas, calcula la afinidad entre unidades taxonómicas en base 

al estado de sus caracteres. La asociación de conceptos taxonómicos con variables 

numéricas ha dado como resultado una inmensa cantidad y variedad de técnicas 

numéricas. A pesar de esta diversidad, es posible hallar en casi todas ellas una serie de 

pasos comunes. Los pasos elementales comunes a casi todas las técnicas numéricas son 

los siguientes: 

II Elección de las unidades. Se eligen los organismos a estudiar y se definen las unidades 

a clasificar denominadas "unidades taxonómicas" (OTU). 

Ir Elección de los caracteres. Un carácter es definido como una propiedad que puede 

variar entre las OTUs. Se eligen los caracteres que describan a las OTUs y se registra el 

estado de los caracteres presentes en ellas. En los análisis realizados en este informe, los 

caracteres a analizar fueron las bandas de diferente peso molecular. 

Construcción de una matriz básica de datos. Con la información obtenida en los pasos 

anteriores se construye una matriz básica de datos (MBD) de OTUs por estados de los 

caracteres. 

Obtención de un coeficiente de similitud para cada par posible de OTU. El parecido o 

similitud es cuantificable aplicando un coeficiente de similitud. Con el uso de estos 

coeficientes en operaciones matemáticas pueden calcularse las similitudes (o su 

complemento: las diferencias) respecto a cada par posible de OTU de matriz básica de 

datos. 

le Construcción de una matriz de similitud. Con los valores de similitud calculados en el 

paso anterior se construye una matriz de similitud OTU por OTU. 

Conformación de grupos. En base a la matriz de similitud del paso anterior y mediante la 

aplicación de distintas técnicas se obtiene la estructura taxonómica del grupo en estudio. 

11 Formulación de inferencias y generalizaciones acerca de los taxones. 

311c. Etina (B. Reinos° gésis (Docto tur 16 
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Estructura taxonómica 

Introducckin 

Una tabla de similitudes no representa por sí sola la estructura taxonómica de las 

OTUs. Las cepas serán ordenadas arbitrariamente y no representarán los grupos. Las 

similitudes requieren una mayor manipulación. Existen dos tipos principales de análisis que 

revelan la estructura taxonómica: "análisis de grupos" (cluster analysis) y la "ordenación" 

(ordination). El resultado del primer análisis, es un diagrama con forma de árbol 

denominado dendrograma (más precisamente fenograma, porque expresa relaciones 

fenéticas). En este diagrama los organismos se agrupan basándose en los índices de 

similitud. Los microorganismos con gran similitud quedan en proximidad geométrica. En el 

otro análisis se obtiene un diagrama de ordenación o un mapa taxonómico, en el cual se 

ubican junto a las OTUs similares. 

En un análisis de grupos, el principio es buscar la tabla de similitudes para valores 

altos que indican los pares de OTUs similares. Se va formando un núcleo de grupos y 

mediante un programa computacional se busca el próximo valor de similitud más alto, luego 

se agrega la correspondiente OTU al grupo del núcleo. Finalmente todas las OTUs se 

fusionan en un grupo, representado por el dendrograma. En el clendrograma, las líneas 

dibujadas a niveles de similitud descendiente corresponden a una aproximación de sub-

grupos. Los coeficientes de correlación de agrupamiento más comunes son la media 

aritmética no ponderada (UPGMA) y el agrupamiento simple. 

En la ordenación son analizadas las similitudes o los equivalentes matemáticos y el 

espacio es resumido en un espacio de dos o tres dimensiones, donde se pueden reconocer 

grupos a simple vista. Los métodos más comunes de ordenamiento son el "análisis de 

componentes principales" y el "análisis de coordenadas principales" (Chakraborty y Rao, 

1991). 

Para propósitos generales, un dendrograma es la representación más útil, aunque 

otras representaciones también son instructivas, ya que cada método enfatiza distintos 

aspectos de la taxonomía. Mediante la ordenación es posible analizar relaciones entre 

unidades taxonómicas en términos de distancia y espacio. Dichos métodos tienen un 

potencial informativo mayor que los dendrogramas en términos de relaciones. 

El Programa NTSYS-pc puede ser usado para computar varias medidas de similitud 

y disimilitud entre pares de objetos y luego resumir la información en términos de 

agrupamiento de objetos similares (cluster analysis) ó en términos de un reordenamiento 

espacial mediante uno ó más ejes de coordenadas (Rohlf, 1993). 

Mic. 'Erina B. 4inoso `nsis (Docto raf 17 
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Objetivos

HIPÓTESIS 

Las cepas de S. aureus aisladas de distintas fuentes (alimentos, leche cruda, 

humanos) tienen diferencias feno y genotípicas que permiten diferenciarlas de acuerdo a su 

origen. Estas diferencias podrían ser evidenciadas mediante el análisis de perfiles genéticos 

obtenidos por técnicas moleculares. 

El análisis de los perfiles permitiría la obtención de marcadores moleculares, los 

cuales podrían ser usados para identificar cepas de S.auteus de distintos orígenes. 

OBJETIVO GENERAL 

Realizar un estudio epidemiológico molecular en base a las relaciones genéticas de 

cepas de S. aureus aisladas de diferentes orígenes (alimentos, mastitis bovina, infecciones 

y flora normal de humanos) por RAPD-PCR y REP-PCR y su comparación con los 

resultados obtenidos por técnicas convencionales. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1- Aislar y caracterizar por métodos convencionales cepas de S. aureus de diferentes 

orígenes (alimentos, mastitis bovina, infecciones y flora normal de humanos). 

2- Identificar genotipos de S. aureus mediante técnicas moleculares por RAPD-PCR y REP-

PCR. 

3-Comparar la eficacia de las técnicas moleculares frente a las técnicas convencionales. 

4- Buscar marcadores moleculares. 

5- Analizar la distribución y comparar los polimorfismos de genes asociados a virulencia 

(spaA, coa, cap 5, cap 8, clfA, cna, sea, agr, hld, sae) en cepas aisladas de diferentes 

orígenes. 

6- Comparar genotípicamente, mediante taxonomía numérica, cepas de S. aureus aisladas 

de diferentes orígenes. 

.94zc. (Erina (B. ckonoso Tesis (Doctoral 18 
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(11aterufes 

1) MEDIOS DE CULTIVO 

- Agar tripticasa soya DIEGO (TSA). 

- Infusión tripticasa soya DIEGO (TSB). 

- Agar Mueller-Hinton (Britania). 

- Agar sangre de carnero: TSA con el agregado de sangre de carnero al 0.7%. 

- Agar sangre de conejo: TSA con el agregado de sangre de conejo al 0.7%. 

- Medio Bair Parker (DIFC0). 

- Medio OF-Glucosa: Peptona 2 gr, CINa 5 gr., azul de bromotimol 1% 3m1, Agar 15 gr. 

2) REACTIVOS Y SOLUCIONES 

- Agarosa D1 - LE 100g (Promega). 

- Agarosa de bajo punto de fusión (LMP). 

- BL: EDTA 50 mM, Tris-CIH 20 mM. 

- BR: EDTA 100 mM, Doc 0,2%, Sarkosyl 1%, Proteinasa K 20 mg/ml. 

- Bromuro de etidio 10 mgr/ml. 

- CTAB — CINa: CTAB 5%,CINa 0,5 M. 

- EC: EDTA 10 mM, Tris-CIH 10 mM, DOC 0,2%, Sarkosyl 0,5 %, lisozima 1 mg/ml. 

- Fenol-cloroformo. 

- KIT Gelout-PCR (Promega). 

- PBS: NaH2PO4 0,2 M, NaHP0 0,2 M, CINa 3 M. 

- Plasma bovino. 

- RNAsa (stock 1mg/m1). 

- SB: TrisCIH 10 mM, CINa 20 mM, EDTA 50 mM. 

- STET: sacarosa al 8%, Tris HCI pH 8,5, 50 mM, EDTA 1 mM y Tritón X 100 al 0,1%. 

- Solución fisiológica: CINa 0,85%. 

- Solución de lisis (SDS 4%, OHNa 0,4 N). 

- Solución de lisostafina: 12 IU, CINa 100 mM, Tris-OHNa 40 mM, EDTA 50 mM pH 6,9. 

- Solución de Neutralización o Buffer B (3M de Ácido Acético-Acetato de sodio — pH 5,5). 

- Suero de perro. 

- TAE: 242 gr de Tris base, 57,1 mi de ácido acético glacial, 100 mi EDTA 0,5 M (1000 m1). 

- TBE: 50 gr de Tris base, 27.5 gr de ácido bórico, 20 ml de EDTA 0.5 M (1000 m1). 

- TE: Tris CIH pH 8,5, 10 mM y EDTA 1 mM pH 8. 

- Tris CIH pH 7,5, 1 M. 

- Tris CIH pH 8, 1 M. 
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_Material-es 

3) ANTIBIOTICOS 

-Penicilina (10 IU) 

-Oxacilina (6 pg/m1) 

-Novobiocina (30 pg/m1) 

-Estreptomicina (101.19/m1) 

-Kanamicina (30 µg/m1) 

-Espiramicina (40 µg/m1) 

-Eritromicina (15 tg/m1) 

-Vancomicina (30 pg/m1) 

-Tetraciclina (30 p.g/m1) 

-Cefalotina (30 ilgtml) 

-Ampicilina (10 pg/ml) 

-Gentamicina (40 pg/ml) 

Todos los antibióticos fueron de Laboratorios Britania. 

4) ENZIMAS 

- Sma I (Promega) 

- EcoRI (Promega) 

- Accl (Promega) 

- Taq ADN polimerasa (Promega, Pharmacia, Sigma) 

5) CEPAS 

Se aislaron 212 cepas de S. aureus de distintos orígenes (Tablas 1, 2 y 3). Las 

cepas aisladas de huésped humano y bovino corresponden a dos regiones diferentes, 

provincias de Buenos Aires y de Córdoba. De las 49 cepas provenientes de episodios 

clínicos, 25 se obtuvieron de nosocomios de la ciudad de Río Cuarto y las restantes 24 

cepas de nosocomios de la ciudad de Buenos Aires. Cincuenta y tres cepas aisladas de 

bovinos provenían de cuatro tambos de la región de Córdoba (nombrados de A a D) y 46 

de 19 tambos de la región de Córdoba (nombrados de A a S). La región de Córdoba se 

indica como región I y la región de Buenos Aires como región II. En la tabla 4 se indican los 

números de cepas aisladas de cada tambo. Todas las cepas bovinas se obtuvieron de 

vacas con mastitis subclínica. La Tabla 5 muestra las cepas empleadas, su origen y el 

número asignado. 
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Tabla 1: Cepas de S. aureus aisladas de distintos orígenes. 

HUESPED ORIGEN NUMERO DE CEPAS 

EPISODIOS CLINICOS 

HUMANO 49 

PORTADORES 21 

MASTITIS 

BOVINO SUBCLINICA 99 

ALIMENTOS ALIMENTOS 

CONTAMINACION 

35 

8 

TOTAL 212 

Tabla 2: Origen de las cepas de S. aureus aisladas de infecciones clínicas. 

ORIGEN NUMERO DE CEPAS 

Material respiratorio 5 

Piel 10 

Osteomielitis 3 

Herida quirúrgica 9 

Hemocultivo 10 

Secreción ocular 2 

Catéter 7 

Orina 3 

Tabla 3: Origen de las cepas de S. aureus aisladas de alimentos. 

ORIGEN NUMERO DE CEPAS 

Fideos 4 

Helados 27 

Crema 2 

Chorizo 1 

Mouse 1 

Elina B. 4inoso 
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fl1att'ria gres 

Tabla 4 Número de cepas aisladas de bovinos en cada tambo 

REGION 

CORDOBA 

TAMBO NUMERO DE CEPAS 

A 

B 

15 

5 

8 

24 

A 6 

3 

2 

II BUENOS D 2 

AIRES E 7 

2 

3 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

N 2 

0 1 

1 

2 

1 

S 3 

TOTAL 99 

Además, se aislaron 8 cepas asociadas a la contaminación de alimentos, que 

correspondieron a: 3 aislados de nariz, 1 de una persona manipuladora del alimento, 1 de 

manos de un operario, 1 de superficie de una mesada, 1 de una pileta y 1 de un molde. 

Elina B. (Rliinoso (Ii?sis (Docto raí 
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Tabla 5: Cepas de S. aureus empleadas en el presente trabajo 

Materia fas 

CEPA ORIGEN SITIO DE AISLAMIENTO LUGAR 
201 Humano Portador nasal Río Cuarto 
203 Humano Portador nasal Río Cuarto 
215 Humano Portador nasal Río Cuarto 
216 Humano Portador nasal Río Cuarto 
211 Humano Portador nasal Río Cuarto 
239 Humano Portador nasal Río Cuarto 
240 Humano Portador nasal Río Cuarto 
242 Humano Portador nasal Río Cuarto 
243 Humano Pabellón auricular Río Cuarto 
246 Humano Portador nasal Río Cuarto 
274 Humano Portador nasal Río Cuarto 
293 Humano Portador nasal Río Cuarto
238 Humano Portador nasal Río Cuarto 
290 Humano Portador nasal Río Cuarto 
245 Humano Portador nasal Río Cuarto 
220 Humano Portador nasal Río Cuarto 
223 Humano Portador nasal Río Cuarto 
228 Humano Portador nasal Río Cuarto 
251 Humano Portador nasal Río Cuarto 
253 Humano Manos Río Cuarto 
256 Humano Portador nasal Río Cuarto 
510 Humano Infección respiratoria Río Cuarto 
511 Humano Infección en_piel Río Cuarto 
512 Humano Osteomielitis Río Cuarto 
513 Humano Infección en piel Río Cuarto 
515 Humano Herida quirúrgica Río Cuarto 
516 Humano Osteomielitis Río Cuarto 
517 Humano Herida quirúrgica Río Cuarto 
519 Humano Hemocultivo Río Cuarto 
520 Humano Hemocultivo Río Cuarto 
521 Humano Infección respiratoria Río Cuarto 
522 Humano Infección respiratoria Río Cuarto 
523 Humano Secreción ocular Río Cuarto 
524 Humano Catéter I3uenos Aires 
525 Humano Hemocultivo Buenos Aires 
526 Humano Hemocultivo I3uenos Aires 

5261 Humano Hemocultivo I3uenos Aires 
527 Humano Hemocultivo Buenos Aires 

5271 Humano Infección en piel Buenos Aires 
528 Humano Herida quirúgica Buenos Aires 
529 Humano Catéter Buenos Aires 
530 Humano Herida quirúrgica Buenos Aires 
531 Humano Hemocultivo Buenos Aires 
532 Humano Hemocultivo Buenos Aires 
5322 Humano Bacteremia Buenos Aires 
533 Humano Secreción ocular Buenos Aires 
534 Humano Catéter Buenos Aires 
535 Humano Herida quirúrgica Buenos Aires 
536 Humano Herida quirúrgica Buenos Aires 
537 Humano Infección en piel Buenos Aires 
538 Humano Infección en piel Buenos Aires 
539 Humano Infección respiratoria Buenos Aires 
540 Humano Hemocultivo Buenos Aires 

Elina B. WOnoso Doc-toraf 
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911ateriafes 

CEPA ORIGEN SITIO DE AISLAMIENTO LUGAR 
541 Humano Catéter Buenos Aires — 
542 Humano Herida quirúrgica Buenos Aires 
543 Humano Hemocultivo Buenos Aires 
544 Humano Catéter Buenos Aires 
545 Humano Infección urinaria Río Cuarto 
546 Humano Infección urinaria Río Cuarto 
547 Humano Infección respiratoria Río Cuarto 
548 Humano Infección en_piel Río Cuarto 
549 Humano Infección en .iel Río Cuarto 
550 Humano Infección en piel Río Cuarto 
551 Humano Catéter Río Cuarto 
552 Humano Infección urinaria Río Cuarto 
553 Humano Infección en piel Río Cuarto 
554 Humano Osteomielitis Río Cuarto 
555 Humano ¡Infección en piel Río Cuarto 
556 Humano Herida quirúrgica Río Cuarto 
557 Humano Catéter Buenos Aires 
601 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
602 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
603 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
604 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
605 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
606 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
607 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
608 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
609 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
610 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
611 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
612 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
613 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
614 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
615 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
616 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
617 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
618 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
619 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
620 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
621 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
622 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
623 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
624 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
625 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
626 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
628 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
632 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
633 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
634 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
635 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
636 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
637 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
638 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
639 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
640 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
660 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
661 Bovino Cuarto mamario Córdoba 

24 
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911a teriafes 

CEPA ORIGEN SITIO DE AISLAMIENTO LUGAR 
662 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
663 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
664 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
665 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
666 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
667 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
668 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
670 Bovino Cuarto mamario Córdoba 
671 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
672 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
673 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
674 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
675 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
676 Bovino 

[ Cuarto mamario Buenos Aires 
677 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
678 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
679 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
680 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
681 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
682 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
683 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
684 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
685 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
686 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
687 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
688 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
689 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
690 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
691 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
692 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
693 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
694 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
695 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
696 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
697 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aíres 
698 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
699 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
700 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
701 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
702 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
703 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
704 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
705 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
706 Bovino Cuarto mamario I3uenos Aires 
707 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
708 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
709 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
710 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
711 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
712 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
713 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
714 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
715 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
716 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
717 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
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91/ateriafes 

CEPA ORIGEN SITIO DE AISLAMIENTO LUGAR 
718 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
719 Bovino Cuarto mamario Buenos Aires 
F1 Alimento Fideos Río Cuarto 
F3 Alimento Fideos 

r 
Río Cuarto 

F5 Alimento Fideos Río Cuarto 
F2 Alimento Fideos Río Cuarto 
Ah 1 Alimento Helado Río Cuarto 
Al3 Alimento Helado Río Cuarto 
Al4 Alimento Helado Río Cuarto 
Al5 Alimento Helado Río Cuarto 
Al6 Alimento Helado Río Cuarto 
Al7 Alimento Helado Río Cuarto 
Al8 Alimento Helado Río Cuarto 
Al9 Alimento Helado Río Cuarto 

A110 Alimento Helado Río Cuarto 
A111 Alimento Helado Río Cuarto 
A112 Alimento Helado Río Cuarto 
A113 Alimento Helado Río Cuarto 
A114 Alimento Helado Río Cuarto 
A115 Alimento Helado Río Cuarto 
A116 Alimento Helado Río Cuarto 
A117 Alimento Helado Río Cuarto 
A118 Alimento Helado Río Cuarto 
A119 Alimento Helado Río Cuarto 
A120 Alimento Helado Río Cuarto 
AI21 Alimento Helado Río Cuarto 
A122 Alimento Helado Río Cuarto 
A123 Alimento Helado Río Cuarto 
A124 Alimento Helado Río Cuarto 
A125 i Alimento Helado Río Cuarto 
A126 Alimento Helado Río Cuarto 
A127 Alimento Helado Río Cuarto 
A129 Alimento Helado Río Cuarto 
A128 Alimento Crema Río Cuarto 
61 Alimento Crema Río Cuarto 

CH1 Alimento Chorizo Río Cuarto 
M1 Alimento Mouse Río Cuarto 
2N1 Contaminación 

de alimentos 
Nariz de manipulador Río Cuarto 

2N2 Contaminación 
de alimentos 

Nariz de manipulador Río Cuarto 

M2A Contaminación Manos manipulador Río Cuarto 
MO1 Contaminación 

de alimentos 
Manos manipulador Río Cuarto 

SM1 Contaminación 
de alimentos 

Superficie mesada Río Cuarto 

P01 Contaminación 
de alimentos 

Pileta de cocina Río Cuarto 

MC1 Contaminación 
de alimentos 

Molde de torta Río Cuarto 

M13 Contaminación 
de alimentos 

Manos de manipulador Río Cuarto 

Yic. Villa B. (4inoso Usas (Doctoral 
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Materiafes 

6) CEPAS CONTROLES 

- S. aureus RN4220, RN6390, ISP479, S. aureus pRC9, S. aureus RC105 (pEntD): Cepa 

con plásmido portador del gen de la enterotoxina D. Peso molecular 27 kb. 

7) CONDICIONES DE CULTIVO 

Las cepas de S. aureus se cultivaron en TSB a 37° C con o sin agitación según el 

ensayo a realizar, durante 18-24 hs. 

8) CONSERVACIÓN DE LAS CEPAS 

Un volumen de 0.8 ml de cultivos en fase exponencial fueron homogeneizados con 

0.2 ml de glicerol estéril y conservado a —20° C. Para su utilización se suspendió un 

volumen de 10-40 µI del congelado en 1 ml de TSB. 

9) LIOFILIZACIÓN DE LAS CEPAS 

Cultivos de S. aureus crecidos toda la noche a 37° C en caldo TSB fueron 

centrifugados y resuspendidos en solución de liofilización (1% de sacarosa y 0.5% de 

peptona de caseína). Posteriormente las cepas fueron conservadas a -20° C durante30 min. 

y luego liofilizadas. 

10) CONSERVACIÓN DEL ADN 

Los ADN extraídos fueron resuspendidos en 30 tl de TE y conservados a —20°C. 

11) CEBA DORES 

Los cebadores empleados en las amplificaciones por la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) se muestran en la Tabla 6. 

Mc. Villa (B. 4inoso Ii.,51,5 (Doctorar 
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Tabla 6: Programas de PCR empleados en los distintos ensayos de amplificación 

Programa n° Programa PCR empleado Gen ensayado 

1 94°C 5 min.; (93°C 1 min., 37°C 1:30 min., 72°C 1:30 min.) x 40; 72°C 8 min. RAPD 

2 94° C 5 mm ., (93° C 1 min., 54° C 1:30 min., 72° C 1:30 min.) x 36; 72° C. 8 min. REP 

3 94° C 5 min., (94° C 1 min., 58° C 1 min., 72° C 1 min.) x 30; 72° C. 5 min. Spa IGg binding 

4 94°C 4 min., (94° C 1 min., 60°C 1 min., 72°C 1 min.) x 30; 72°C. 5 mm . Spa X 

5 94° C 4 min., (94° C 1 min., 60° C 1 min., 72° C 1 min.) x 30; 72° C. 5 min. spaA 

6 94° C 4 min., (94° C 1 min., 58° C 1 min., 72° C 1 min.) x 30; 72° C. 5 min. coa 

7 94° C 4 min., (94° C 1 min., 57° C 1 min., 72° C 1 min.) x 35; 72° C. 5 min. clfA 

8 94°C 4 min., (94° C 30 seg., 50°C 30 seg., 72°C 1 min.) x 30; 72° C. 5 min. cna dominio A 

9 94° C 5 min., (94° C 1 min., 50° C 1 min., 72° C 1 min.) x 30; 72° C. 5 min. cna dominio B 

10 94° C 2 min., (94° C 15 seg., 57' C 15 seg., 72° C 30 seg.) x 20; 72° C. 2 min. cap 5 

11 94° C 2 min., (94° C 15 seg., 52° C 15 seg., 72° C 30 seg.) x 20; 72° C. 2 min. cap 8 

12 94° C 4 min., (94° C 2 min., 55° C 2 min., 72° C 1 min.) x 30; 72° C. 5 min. sea 

13 94° C 3 min., (94° C 1 min., 53° C 1 min., 72° C 1 min.) x 30; 72° C. 5 mm . agr 1- agr 2 

14 94° C 3 min., (94° C 1 min., 55° C 1 min., 72° C 1 min.) x 30; 72° C. 5 min. agr 3 

15 93°C. 1 min.; (93°C 1min., 59°C 1min., 72° C1:30 min.) x 30 ; 72°C 10 min. hld 

16 93°C 2 min.; (93°C 1min, 55°C 1min, 72°C 1:30 min.) x 29; 72°C 10 min. sae-cbs 

17 93° 1 mm . 30 seg. (93° 1 min., 62° C 30 seg., 72° 1 min.) x 29; 72° 10 mm . sae RS 

18 94°C 4 min., (94°C 1 min., 60°C 1 min., 72°C 1:30 min.) x 30; 72° C. 5 min. MRSA 
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MaterialTes 

12) ABREVIACIONES 

H: Ecotipo humano 

B: Ecotipo bovino 

NE1 a 5: Biotipos no específicos 

M.R.: Material respiratorio 

H.Q.: Herida quirúrgica 

Ost.: Osteomielitis 

S.O.: Secreción ocular 

Pn: Penicilina 

Oxa: Oxacilina 

Tc: Tetraciclina 

Sm: Estreptomicina 

Km: Kanamicina 

Sp: Espiramicina 

HS: cepas aisladas de huéspedes humanos sanos 

Al: cepas aisladas de alimentos 

MM: manos manipulador 

NM: nariz manipulador 

S: Superficie 

BA: Buenos Aires 

RC: Río Cuarto 

Er: Eritromicina 

Vn: Vancomicina 

Gn: Gentamicina 

Cf: Cefalotina 

Amp: Ampicilina 
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[Métodos 

1- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CEPAS DE Staphylococcus aureus 

a) Aislamiento de cepas del género Staphylococcus 

Se aislaron 212 cepas de diferentes orígenes pertenecientes al género 

Staphylococcus que fueron bioquímicamente identificadas como S. aureus. El número de 

cepas aisladas se muestra en la Tabla 6 en la sección de Materiales. 

a-1) Episodios clínicos: las cepas fueron aisladas en los nosocomios en agar sangre de 

carnero. 

a-2) Portadores: se aislaron cepas de portadores mediante hisopados nasales y de manos. 

Las mismas fueron sembradas en agar TSA con el agregado de CINa al 6,5%. 

a-3) Bovinos: se recogieron aproximadamente 5 ml de leche en tubos estériles, previa 

desinfección de los pezones. Las muestras se mantuvieron a -20°C hasta su 

procesamiento, como fue descrito previamente. 

a-4) Alimentos: se procesaron muestras enriquecidas en medio Bair Parker y no 

enriquecidas en TSB. 

b) Identificación mediante pruebas bioquímicos 

Se realizó la identificación presuntiva de los estafilococos en base a la morfología 

colonial, patrón hemolítico, producción de pigmento, coloración de Gram y prueba de 

coagulasa. La identificación taxonómica se llevó a cabo según Bergey (Bair-Parker, 1974). 

Se determinó: 

-Morfología colonial: se determinó las características de las colonias y pigmentación. 

Efina (B. Reznoso *sis (Doctolur 30 
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Métodos 

-Prueba de catalasa: sobre un portaobjetos se suspendió 1 pl del cultivo de cada cepa 

crecido en TSB y se le agregó una gota de agua oxigenada. La formación de burbujas 

indicó reacción positiva. 

- Coagulase: 0,3 ml de un cultivo de cada cepa, crecido a 37° C durante toda la noche fue 

mezclado con 0.3 ml de plasma de conejo. La reacción de coagulación se determinó a las 4 

hs 

-Crecimiento a 45° C: se sembraron las cepas en caldos TSB a 45° C durante 48 hs 

- Utilización de maltosa: se sembraron las cepas en placas de Petri conteniendo Medio 

OF con el agregado de 1% de maltosa. La reacción fue visualizada a las 24 horas. El viraje 

del indicador al color amarillo indicó reacción positiva. 

-Prueba de Voges-Proskauer: Se agregó 0,6 ml de alfa-naftol y 0,2 ml de OHK al 40% a 2 

ml de cultivos crecidos a 37° C toda la noche en caldo TSB. Los tubos fueron incubados a 

37° C y la reacción se reveló a los 15 minutos. 

Como control de las pruebas bioquímicas se usaron las cepas S. aureus RN4220 y 

RN6390. 

2-CARACTERIZACION DE CEPAS DE 5. aureus: TÉCNICAS CONVENCIONALES 

a) BIOTIPIFICACION 

El sistema de biotipificación propuesto por Devriese (1984) para S. aureus, propone 

Biotipo A (o ecovar humano) para cepas de origen humano, biotipo B para cepas aisladas 

de cerdo y aves de corral, Biotipo C para cepas de origen bovino y ovino. El término 

"ecotipo" es usado para designar biotipos que no están claramente asociados con un simple 

huésped animal o con huéspedes relacionados. Como cepas controles se usaron cepas de 

Erina B. Reinos° Wsis (Doctorar 31 
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14étotfos 

S. aureus enviadas gentilmente por el Dr. L. A. Devriese. El esquema de las distintas 

pruebas ensayadas se muestra en la Figura 2. 

Producción de Estafiloquinasa 

Se realizó utilizando un medio base de agar nutritivo con el agregado de fibrinógeno 

disuelto en buffer fosfato salino al 0.1%. Se mezcló a 55° C durante 10 mm n con el fin de 

precipitar la fibrina: inmediatamente antes de verter el medio a las placas de Petri se le 

añadió plasma de perro a una concentración de 0.5% (75 pl por placa). Se realizó un control 

sin plasma canino. Las placas fueron incubadas durante 24 hs a 35° C. La presencia de 

zonas claras o de lisis rodeando las colonias desarrolladas fue debido a la acción de la 

estafiloquinasa producida. 

Producción de p-hemólisis 

Las cepas aisladas fueron sembradas en placas de agar sangre ovina al 7% e 

incubadas durante 24 hs a 35° C. La presencia de zonas claras rodeando a la colonia indica 

la producción de p hemolisinas. 

Coagulación de plasma bovino 

Se mezclaron 0.1 ml de cultivo de 18 hs con 0.5 ml de plasma bovino en una dilución 

1:3 realizada en solución fisiológica. Los tubos fueron incubados durante 6 hs a 35° C 

observándose periódicamente la formación de un coágulo de características firmes 

registrado como resultado positivo de la prueba. 

.1 Crecimiento en Agar Cristal Violeta 

Las cepas se sembraron en agar conteniendo cristal violeta. Se emplearon dos 

concentraciones distintas de cristal violeta (6 y 8 ig/m1) e incubadas durante 24 hs a 35° C. 

Transcurrida la incubación se observó el tipo de colonia desarrollada y las cepas fueron 

clasificadas como: 

Wlic. Erina B. (Reinos() (Ii?sis (Doctorar 32 
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Métodos 

A: colonias amarillas con o sin márgenes violetas. 

C: colonias azules o violetas con o sin la presencia de un matiz anaranjado. 

E: colonias blancas con un tinte azul. 

Crecimiento en agar nutritivo 

.r/ 
Prueba de coagulasa 

111•11, 

Estafiloqui nos 

Crecimiento en agar cristal violeta 

Figura 2: Esquema de las pruebas ensayadas en el sistema de Biotipificación. 

De acuerdo a los resultados de las cuatro pruebas se define el ecotipo. El esquema 

propuesto por Devriese para la clasificación de S. aureus se muestra en la Tabla 7. 

Tabla 7: Clasificación por biotipos de acuerdo a los resultados obtenidos al realizar las pruebas 
bioquímicas del sistema de biotipificación 

Biotipo Estafiloquinasa B-hemólisis Coagulación plasma Crecimiento agar 

bovino cristal violeta 

Humano -1+ 

Bovino + + A 

Aviar A 

No específico 1 + C 

No específico 2 + - A 

No específico 3 + + A 

No específico 4 + + - A 

No específico 5 C 
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.11étodos 

b) DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS 

La determinación de resistencia se realizó según el a) método de difusión en disco y 

b) técnica de dilución en placa (Bauer y col. 1966). Los antibióticos y las concentraciones 

empleadas se detallan en la sección de Materiales. 

a) La resistencia fue determinada mediante discos impregnados con antibióticos 

(Laboratorios Britania) en agar Mueller-Hinton. Los aislados fueron categorizados como 

resistentes, intermedios y susceptibles basados en los criterios interpretativos del National 

Committe for Clinical Laboratory Standars (NCCLS, 1999). En función del diámetro de la 

zona de inhibición las cepas fueron consideradas como resistentes: diámetro a 10 mm; y 

sensibles diámetro 5_ a 13 mm. 

b) Los antibióticos fueron adicionados a placas de Petri estériles a las que inmediatamente 

se les agregó 25 ml de Agar Mueller-Hinton fundido y templado a 45° C. Se determinó 

resistencia en función del crecimiento de la cepa. 

La determinación de cepas MRSA se realizó según las normas implementadas por el 

NCCLS. Se analizó la resistencia a oxacilina en Agar Mueller-Hinton con discos de 1 ug de 

oxacilina, incubando las cepas a 33° C durante 48 hs La resistencia fue confirmada 

sembrando las posibles cepas resistentes en Agar Mueller-Hinton suplementado con 4% de 

CINa (0,68 M) conteniendo 6 gr de oxacilina/ml (CDC, 1999). 

Las cepas MRSA positivas fueron analizadas mediante ensayos de PCR para la 

detección del gen mecA. En la Tabla 1 se muestran los cebadores empleados y en la Tabla 

7 el programa utilizado. 

3-CARACTERIZACION DE CEPAS DE 5. aureus: TÉCNICAS MOLECULARES 

a) Extracción de ADN de plósmidos de 5. aureus 

Se optimizó una técnica de extracción de plásmidos de S. aureus con el fin de 

analizar los perfiles plasmídicos en cepas de distintos orígenes. La extracción de ADN de 

los plásmidos de S. aureus se realizó optimizando las condiciones de los siguientes tres 

métodos: 
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Birboim y bolly modificado 

M' étodos 

El aislamiento de ADN de plásmidos se realizó mediante una extracción alcalina 

según Birboim y Dolly modificada (Sambrook y col., 1989). El pellet de 1,5 ml de cultivo de 

18 hs de incubación previamente lavado con 700 pl de TE fue resuspendido en 700 pl de 

TE y 500 pl de acetona y se incubó 5 mm n en hielo. Se centrifugó para sedimentar las 

células y se resuspendió en 200 pl de solución de lisis con el agregado de 5 pl de 

lisostafina (1 mg/m1) y se incubó a 37° C durante 1 h. Luego se agregó 400 pl de solución 

alcalina y se mantuvo durante 5 mm n a temperatura ambiente. Para restaurar el pH de la 

muestra se agregaron 300 pl de solución de neutralización y se dejó 20 mm n en hielo. Se 

centrifugó a 13.500 r.p.m. a 4° C durante 15 mm , luego se rescató el sobrenadante al cual 

se le adicionó RNasa (1 pg/m1) se incubó 30 mm n a 37° C. 

ji- Se modificó el método anterior resuspendiendo el pellet con una mezcla de etanol-

acetona (1:1) en lugar de un volumen de acetona y un volumen de TE. 

Takahashi y Nagano 

El pellet de 3 ml de cultivo de toda la noche inoculado en caldo BHI fue resuspendido 

en 200 pl de solución de lisostafina (5 pl de lisostafina de 1 mg/m1) se incubó 30 mm n a 37° 

C, según Takahashi y Nagano (1984). Luego se agregó Solución de Lisis, se incubó 5 mm n a 

temperatura ambiente y para neutralizar el pH se usó Solución de Neutralización. Se 

centrifugó a 10 mm n a temperatura ambiente, se transfirió el sobrenadante y se realizaron 

dos extracciones con cloroformo y se precipitó con etanol. 

En los tres ensayos se realizó una extracción con 1 volumen de fenol-cloroformo y 

se centrifugó a 12.000 r.p.m. durante 10 mm n a 18° C. Para precipitar el ADN se agregaron 2 

volúmenes de etanol frío, se incubó la muestra durante 20 mm n a -80° C o durante 2 hs a - 

20 °C y luego se centrifugó 13.500 r.p.m. a 4° C durante 15 mm n El pellet seco fue 

resuspendido en 20 pl de TE. Las muestras fueron analizadas por electroforesís en geles de 

agarosa al 0.8 °A en buffer TAE (Tris-Acetato-EDTA) teñidas con 13romuro de etidio (0,5 

mg/m1). 
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b) Optimización de las técnicas de RAPb-PCR y REP-PCR. 

i) Extracción de A IDNI cromosoma' 

Un volumen de 1,5 ml de cultivos incubados toda la noche a 37° C con agitación 

fueron centrifugados 3 mm n a 6000 rpm., lavados en PBS y resuspendidos en 400 pi de 

buffer STET. Se anadió 5 µI de lisostafina (1 mg/m1) y se incubaron durante 1 h a 37° C. 

Luego se calentaron 1 mm n a 94° C, se agregó 1 pi de RNAsa (10 mg/mi), 20 µI de SDS al 

10% y 50 pi de proteasa (20 mg/mi), y se incubó a 37° C durante 2 h. Las muestras fueron 

tratadas con 94 1.11 de CINa 3M y con 46 pi de CTAB-CINa y extraídas con dos volúmenes de 

fenol-cloroformo. El ADN fue precipitado con etanol al 100% y luego con etanol al 70%. Las 

muestras se resuspendieron en 30 pi de buffer TE y fueron conservadas a -20°C. El ADN 

fue cuantificado por lectura a OD260 y por visualización en geles de agarosa al 0,8% en 

buffer TAE con bromuro de etidio (0,5 pi.g/m1) usando concentraciones estándar de ADN del 

fago lambda como marcador de masa. Se analizó la pureza del ADN extraído según la 

relación OD260/0D280 como indicador de contaminación proteica y OD270/0D260 como 

indicador de contaminación fenólica (Protocolos Promega). Un valor mayor a 1,8 en la 

relación OD260/0D280 indica la presencia de RNA y un valor menor la presencia de proteínas. 

Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo con muestras de ADN cuya OD260 

presentó valores entre 1,8 y 2,0, indicando que las muestras estaban libres de proteínas. 

La masa se calculó según la siguiente relación: 

ptg/m1= (0D260 de la muestra) x (1/inversa de la dilución) x 50* 

* OD260 1,0 = 50 jig/m1 

Para los ensayos de hibridación se realizaron extracciones preparativas de ADN 

utilizando 15 ml del cultivo y ajustando las soluciones anteriormente utilizadas a un factor de 

3. 
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Métodos 

ii) Técnica de RAPID-PCR 

Las reacciones de amplificación fueron llevadas a cabo en un volumen de 25 il 

conteniendo entre 25 y 50 ng de ADN cromosomal, 3,5 mM Cl2Mg, 3 1.iM de cebador, 200 

µM de cada dNTP (Promega) y 2 IU de Taq Polimerasa (Promega), la cual fue agregada 

luego del primer paso de desnaturalización. A cada tubo se agregó un volumen de aceite 

mineral para evitar la evaporación. Las reacciones se llevaron a cabo siempre en el flujo 

laminar y en un lugar diferente donde se realizó la extracción de ADN. La amplificación se 

realizó bajo condiciones de baja especificidad (Protocolos Promega) en un Termociclador 

Hybaid, empleando el programa n° 1, el cual se indica en la Tabla 8. Como control negativo, 

se trabajó con la mezcla de reacción sin ADN y como control positivo, con la mezcla de 

reacción con un ADN de perfil previamente conocido. Los cebadores utilizados fueron: P6 

con un 70% de contenido en bases CG; P11, P13 y P14 con 60% de contenido en bases 

CG. La secuencia de dichos cebadores se muestra en la Tabla 1 de Materiales 

iii) Técnica de REP-PCR 

Se llevó a cabo en un volumen de 251.11de reacción. Cada mezcla contenía 3 piM del 

cebador, 3,5 mM de Cl2Mg, 2 IU de Taq polimerasa (Promega), 2,5% de dimetil-sulfóxido y 

cada dNTP a una concentración de 200 Se agregaron 5 de ADN cromosoma! (25- 50 

ng). La amplificación fue llevada a cabo bajo condiciones de alta especificidad. El ciclo fue 

llevado a cabo según Del Vecchio y col. (1995) con ligeras modificaciones y corresponde al 

programa n° 2 de la Tabla 8. Las cepas fueron ensayadas con el cebador RW3A, homólogo 

de la secuencia REP-MP13 de Mycoplasma pneumoniae, cuya secuencia se muestra en la 

Tabla 1 de Materiales. 

Los productos de amplificación, tanto de RAPD-PCR coma de REP-PCR, fueron 

analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en buffer TAE, con 0,5 mg/mi de 

bromuro de etidio. La corrida se llevó a cabo a voltaje constante (2,5V/cm) durante 2 h. Los 

geles fueron digitalizados en un digitalizador (Alpha lnnotech Corporation), guardados con 

formato TIFF (Tagged Image File Format) y fotografiados bajo transiluminador de UV con 

una cámara Polaroid GelCam. 
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4- MEZCLAS bE ADN POR RAPD-PCR Y REP-PCR 

Métodos 

Se realizaron tres mezclas con ADN puros provenientes de 10 cepas tomadas al 

azar de cada una de las poblaciones bovinas patógenas, bovinas no patógenas y humanas 

patógenas con el propósito de encontrar posibles marcadores moleculares asociados a 

origen y a virulencia. Se trabajó con las diluciones 1/10 y 1/100 de cada mezcla y se 

ensayaron con cada primer por los métodos de RAPD-PCR y REP-PCR. 

5- ELECTROFORESIS DE CAMPOS PULSANTES (PFGE) 

El ensayo de PFGE se llevó a cabo según Saulnier y col. (1993) con ligeras 

modificaciones (1993). A partir de un cultivo incubado toda la noche en caldo cerebro 

corazón se realizó una dilución 1/50, se incubó a 37° C hasta alcanzar una OD660= 0,7 — 0,8 

y luego se centrifugó a 8000 r.p.m. 10 mm n a 14° C. Se lavó con un volumen de SB, en el 

cual se resuspendió el pellet, se equilibró a 50° C y luego se agregó 5 µI de LF10 y 1 µI de 

RNAsa (10 mg/mi). Para la preparación de los bloques se agregaron 250 µI de agarosa de 

bajo punto de fusión (LMP) al 2% y fueron mezclados con igual volumen de las células 

tratadas. Una vez solidificados, se colocaron en tubos estériles conteniendo 2,5 ml de EC y 

se incubaron a 37° C durante toda la noche y se lavaron con 12 ml. buffer BL. Se agregó 2,5 

ml de BR y proteinasa K (20 mgr/ml), luego se incubaron a 50° C toda la noche. Al día 

siguiente se lavaron nuevamente con el mismo buffer, en los últimos lavados se agregó 

PMSF 1 mM. Los bloques se continuaron lavando con buffer TE y posteriormente se 

reemplazó el buffer TE por buffer de restricción J y se dejó 1 hora a temperatura ambiente, 

se agregaron 3 µI de enzima Smal (Promega) y se dejó cortar a temperatura ambiente toda 

la noche. Antes de realizar la corrida, los bloques se lavaron nuevamente en buffer TE. El 

gel se preparó con agarosa EEO (SIGMA) al 1% en TBE 0.5%. Como marcador de peso 

molecular se usaron concatémeros de fago X. Los ensayos se realizaron en un equipo 

CHEF-DR III system (BIO-RAD). Las condiciones de corrida fueron las siguientes: 

Tiempo pulso inicial: 5 mmn 

Tiempo pulso final: 25 seg. 
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Yétoios 

Tiempo de corrida: 24 h. 

Ángulo del campo eléctrico: 1200

Voltaje: 6 \flan. 

Para el análisis de electroforesis en campos pulsantes se usó el criterio de Tenover y col. 

(1994). 

6-ANÁLISIS DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACIÓN 

La similitud genética de los aislados, determinada por las técnicas de RAPD-PCR y REP-

PCR fue comparada por observación visual y con el software GelWorks 1D Intermediate 

(UV Products, versión 3.01) según los perfiles de bandas de las cepas ensayadas. Las 

imágenes fueron normalizadas con el software GW y las bandas fueron asignadas 

automáticamente. Variaciones en la migración de las bandas requirieron ajuste manual. Los 

datos obtenidos correspondieron al peso molecular de cada banda, los mismos se 

incorporaron en una matriz y el porcentaje de similitud obtenido entre dos cepas y los 

dendrogramas fueron estimados con el software NT-SYS versión 3.0 según el coeficiente de 

Dice (SD) (1945) y los coeficientes de correlación de agrupamiento fueron calculados según 

la media aritmética no ponderada (UPGMA) con ligamiento completo (Sneath y Sokal, 1973; 

Pielou, 1984). 

El coeficiente de Dice confiere mayor peso a las coincidencias. Los valores de este 

coeficiente varían entre O y 1 que equivalen a valores de mínima y máxima similitud. 

Dice SD=  2a

2a + b + c 

Donde a= n° de caracteres en los cuales un estado es compartido por las dos unidades taxonómicas; b= n° de 
caracteres en los cuales un estado se encuentra presente en la primera unidad taxonómica y no en la segunda, 
c= n° de caracteres en los cuales un estado está ausente en la pnmera unidad taxonómica y presente en la 
segunda. 

Para RAPD-PCR dos perfiles de bandas fueron considerados diferentes si diferían 

en la presencia o ausencia de al menos tres bandas, en cambio para REP-PCR se 

consideraron diferentes con dos bandas (Olive y Bean, 1999). 

El análisis de coordenadas principales se realizó mediante el programa NT-SYS-pc. 

Los análisis de los datos se describen en la Figura 3. 
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Programas de similitud y 
disimilitud 

Coeficiente de 
Dice 

(UPGMA) 

SIMILITUD 
SIMQUAL 

~EMMEN 
ZENZEIMIIM 
11111MMEM 

MEMZEZZI 
~MEMEZ« 

General 
Output 

Métodos 

Matriz de datos 
Excel 

Ordenamiento de datos 

11,

Vector EIGEN 

Agrupamiento según Escala de vector 
SAHN SQRT (Lambda) 

E 

Figura 3: Representación esquemática de los pasos a seguir para el análisis taxonómico de los datos 
con el Software NTSYS-pc. 
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7- ANÁLISIS ESTAbISTICO 

a) Análisis de discriminación 

Métodos 

La probabilidad que dos aislados no relacionados de la población se ubiquen en dos 

grupos diferentes fue determinada de acuerdo a la fórmula de Hunter y Gaston (1988): 

D= 1-  1  E (n, — 1) 

N (N - 1) 

Donde N = número total de cepas en la muestra, $ = número total de perfiles descritos, nj número de 
cepas pertenecientes al tipo jth

b) Indice de diversidad 

La diversidad entre poblaciones fue calculada según el Indice de Shannon-VViener 

(Chakraborty y Rao, 1991) modificada para el análisis de RAPD. La misma es definida 

como: 

Ho = (E pi 10g2 pi ) / n 

Para cada cebador usado, Ho es la diversidad asociada a una banda determinada; pi es la 

frecuencia de ith bandas y n es el número de bandas generadas por los cebadores 

analizados. 

El índice Ho varía entre O (monomorfismo) y 1 (alto polimorfismo). Para cada origen Ho fue 

calculado según el promedio de todos los cebadores analizados para determinar la 

diversidad entre orígenes (Ho). La significación estadística fue calculada según el test t-

Student's. 
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c) Test Chi2

El test de Chi2 se realizó con los datos obtenidos para evaluar relaciones 

epidemiológicas estadísticamente significativas. 

8-ANÁLISIS MOLECULAR DE GENES RELACIONADOS A LA VIRULENCIA 

Se determinó la presencia de genes y polimorfismos en diferentes /oci de virulencia 

entre cepas de S. aureus de diferentes orígenes, mediante la amplificación por PCR. Para 

cada gen se utilizaron los cebadores que se indican en la Tabla 1 de Materiales. Los 

programas de amplificación empleados se muestran en la Tabla 8 de esta sección. Las 

concentraciones de reactivos usadas fueron: 200 pM de cada primer, 1,25 mM de CIMg2, 

0,2 mM de dNTP y 2 IU de TAQ ADN polimerasa (Promega y Sigma). Los productos de 

amplificación fueron sembrados en geles de agarosa TBE al 2% y 3%, dependiendo del 

peso molecular del producto amplificado. 

a) Determinación de polimorfismos 

a-1) Gen proteína A (spaA) 

Se emplearon los cebadores spal, spa2 y spa3, spa4. En la Figura 4 se muestran 

las regiones amplificadas, respectivamente para cada par de cebadores. Se utilizaron los 

programas 3, 4 y 5. 

F
I> spa3 spa4 

I. 5 E ID A B C Xr 

_.... crin./ eno9 

Figura 4: Diagrama esquemático del gen de la proteína A Se indica la localización de cada cebador 
(spal, spa2, spa3 y spa4). S: secuencia señal; regiones E, D, A, B y C: sitio de unión de 
inmunoglobulinas; Xr: región variable repetida y Xc: extremo carboxilo terminal de la región Xr. 
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a-2) Gen coagulas° (coa) 

Se emplearon los cebadores coal y coa2. En la Figura 5 se muestra la región 

amplificada. Para la amplificación del gen se utilizó el programa n° 6. 

Repón da unión a prótromblna RRR RRRRR 

1 _ 

coal coa2 

Figura 5: Diagrama esquemático del gen de la coagulasa. Se indica la localización de cada cebador 

(coal y c0a2) R: unidad de secuencia repetida de 81 bp. 

a-3) Gen de adhesión a fibrinógeno Cc/M) 

Se emplearon los cebadores clfAl y clfA2. En la Figura 6 se muestra la región 

amplificada. Para la amplificación de las regiones se empleó el programa n° 6. 

A 

S 1-1> cfIA1 cfIA2+ w[ 

Figura 6: Diagrama esquemático del gen de adhesión a fibnnógeno. Se indica la localización de cada 
cebador (clfAl y clfA2). S: señal peptidasa; A: unidad de secuencia no repetida; R: unidad de 
secuencia repetida.; W: unidad de pared celular; M: unidad de membrana; C: extremo carboxilo 
terminal. 
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a-4) Gen de adherencia a colágeno (cna) 

Se realizó la amplificación por PCR del gen cna, dominios A y B con los cebadores 

cnal, cna2 y cna3, cna4 (Figura 7). Para la amplificación de las regiones se utilizaron los 

programas n° 8 y n° 9. 

cne3 cne4 

A el B2 B3 

SLAD, cnal cne2 

Figura 7: Diagrama esquemático del gen de adherencia a colágeno. Se indica la localización de cada 
cebador (cnal, cna2, cna3 y cna4). S: señal peptidasa; A: unidad de secuencia no repetida; B1, B2 
y B3 unidad repetidas de 561 bp.; W: unidad de pared celular; M: unidad die membrana; C: extremo 
carboxilo terminal. 

b) Determinación de presencia de genes 

b-1) Tipo de cápsula (gen cap) 

El tipo de cápsula fue determinado mediante la amplificación por PCR utilizando los 

cebadores cap5A y cap5B para la detección de tipo de cápsula 5 y los cebadores cap8A y 

cap88 para la detección de tipo de cápsula 8. Para la amplificación de los genes se 

utilizaron los programas n° 10 y n° 11, respectivamente. 

b-2) Gen enteroxina A (sea) 

Se utilizaron los cebadores seal y sea2. Se utilizó el programa n° 12. 
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b-3) Gen regulatorio agr 

Métodos 

Se Se determinó la clase de gen agr utilizando los cebadores agr1A, agr 18, agr2A, 

agr28, agr3A y agr3B. En la Figura 8 se muestran las regiones amplificadas. Se utilizaron 

los programas n° 13 y n° 14. 

b-4) Gen Nal 

n° 15. 

Se amplificó el gen hld, que codifica para el RNA III (Figura 8) Se utilizó el programa 

1 Regulador de 
respuesta 

agr A 

región hipervariable 

agr C 

Receptor 1-IPK 

agr agr 

agr 

Autoinductor de Efector de la 
sírtesis expresión genética 

hid 

Figura 8: Diagrama esquemático de los genes agr y hld. Se indica la localización de los cebadores 
(agr). 

b-5) Gen regulatorio sae 

i) beterminación de la presencia del gen 

Se determinó la presencia del gen sae mediante la amplificación de los fragmentos 

saeR y el fragmento saeR-saeS más 200 bp upstream 5' de dicho gen (Figura 9). 

El diseño de los cebadores se realizó a partir de la secuencia de la región sae 

utilizando el software Primer3 Output (wwww.genome.wi.mit.edu). Se emplearon los pares 

de cebadores Si- S4 y S7- S4 para amplificar el segmento sae-cbs y los cebadores Si y S3 

para amplificar la región saeR (Tabla 1). Los programas de PCR utilizados fueron los n° 16 
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y 17, respectivamente. Como control se usó la cepa de S. aureus pRC9, que posee el 

fragmento Ecol-Clal de la región sae donada en el plásmido pMKsae. 

E 

saeR 
687 bp 

--> IR 
57 S I 83 

saeS 
10621bp 

csb 
hoittolog 

2091 \ 

2050 bp 

54 

2278 bp 

pRC91 
3400 bp 

Figura 9: Diagrama esquemático del gen sae. Se indica la localización y orientación del operón saeR-saeS; de 
los primers S7, Si y S4; y parte de un marco de lectura abierto 

ii) Determinación de polimorfismos 

Los productos obtenidos a partir de la amplificación del gen saeR fueron digeridos 

con las enzimas de restricción EcoRI y Accl para determinar polimorfismos. 

La mezcla para realizar la reacción de digestión se realizó en un volumen final de 30 

pl, 3 pl del buffer de reacción, 3 pl de suero de albúmina bovina diluido 1/10, 1 pl de enzima 

y entre 5-10 pl del producto amplificado. Los productos de la digestión fueron sembrados en 

geles de agarosa TAE al 2%. 

9- DETERMINACIÓN DE HEMOLISINAS 

Los ensayos de determinación de hemolisinas a y 13 en placas de agar sangre de 

carnero se realizaron para relacionar las mismas con el gen sae. La determinación 

cualitativa de las hemolisinas se llevó a cabo usando dos tipos de agar sangre preparados 

con TSA como medio base y suplementados con sangre de conejo y carnero al 7 %, 

respectivamente. Se sembraron estrías de las cepas a analizar y se incubó a 37 °C durante 
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18-24 horas La a y 13 hemolisina fueron identificadas de la siguiente manera: 

,7 a- hemolisina: por hemólisis total sobre agar sangre de conejo. 

‘f hemolisina: por hemólisis parcial sobre agar sangre de carnero y por su característica 

de completar la hemólisis luego de incubar las placas a 4 °C durante 18 horas 

10- DETERMINACIÓN DE COAGULASA 

El ensayo de determinación de coagulasa se realizó para confirmar los resultados 

obtenidos mediante la amplificación por PCR el gen sae. Un cultivo de cada cepa de 15 hs 

de incubación en caldo BHI fue diluido 1/80 en BHI-Cm e incubado 3 hs a 37° C en 

agitación, 200 rpm, hasta fase exponencial. Diluciones al 1/2 del sobrenadante del cultivo 

en PBS se incubaron a 37° C con igual volumen de una dilución 1/2 de plasma en PBS. La 

lectura se realizó a las 4 hs, y el título se determinó como la inversa de la última dilución que 

muestra signos de coagulación visible. 
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1- AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN bE CEPAS DE Staphylococcus aureus 

a) Identificación mediante pruebas bioquímicos 

Se aislaron 212 cepas de diferentes orígenes, las cuales fueron identificadas como 

Staphylococcus pertenecientes a la especie aureus. Según el esquema de identificación 

propuesto en la sección de métodos. Setenta cepas fueron aisladas de huéspedes humanos 

de las cuales 49 correspondieron a aislados de episodios clínicos y ,21 a portadores sanos, 

99 provenientes de cuartos mamarios de vacas con mastitis subdínica, 35 de alimentos y 8 

de sitios relacionados a la contaminación de los alimentos. 

Las características de las colonias fueron diferentes de acuerdo al origen de las 

cepas, por ejemplo las colonias de las cepas aisladas de huéspedes humanos de episodios 

clínicos, producían pigmentos amarillos o naranja, en cambio las cepas aisladas de 

portadores, alimentos y bovinos en general producían pigmentos blancos o amarillo pálido. 

También se observó que en las placas conteniendo agar sangre de carnero, 

aproximadamente el 16 % del total de las cepas no producían a-hemólisis y el 80 % de las 

cepas bovinas producían p-hemólisis al igual que las cepas humanas. 

2-CARACTERIZACION bE CEPAS DE .5. aureus: TECNICAS CONVENCIONALES 

a) Biotipificación 

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos a partir de la biotipificación 

según el esquema propuesto por Devriese (1985). 
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Tabla 9: Biotipificación de cepas de S aureus aisladas de distintos orígenes. 

ORIGEN / N° DE CEPAS 

Resuftado,s

BIOTIPO 

Episodios 
Clínicos 

Portadores 
sanos 

Leche 
bovina 

Alimentos Relacionadas 
alimentos 

a TOTAL 

BOVINO 0 0% 0 0% 46 46% 3 8% 2 25% 51 24% 

HUMANO 20 41% 5 24% 12 12% 2 6% 0 0% 39 18% 

AVIAR 2 4% 1 5% 0 O% 2 6% 0 O% 5 2% 

NE1 5 10% 8 38% 18 18% 1 3% 1 12% 33 15% 

NE2 2 4% 1 5% 15 15% 25 71% 1 12% 44 21% 

NE3 4 8% 2 9% 1 1% 0 0% 1 12% 8 5% 

NE4 15 31% 3 14% 1 1% 0 0% 2 25% 21 10% 

NE5 1 2°I, 1 5% 6 6% 2 6% 1 12% 11 5% 

TOTAL 49 21 99 35 8 212 

*NE= Biotipo no específico 

Se identificaron 8 biotipos diferentes; de los cuales 3 fueron huésped — específico 

(humano, bovino, aviar) y 5 no específicos (biotipos 1 a 5). El 45% de todos los aislados de 

S. aureus pertenecieron a un biotipo huésped específico. En los aislados humanos sólo 3 

cepas (4%) pertenecían al ecotipo aviar. Ninguna cepa aislada de huésped humano fue 

tipificada como ecotipo bovino. En los aislados bovinos, el ecotipo bovino fue el prevalente, 

representando el 46%. Entre los aislados de alimentos, el 71% perteneció al biotipo NE2. El 

ecotipo humano y el biotipo NE4 fueron encontrados en la mayoría de las cepas aisladas de 

huéspedes humanos de episodios clínicos, representando el 41% y 31%, respectivamente. 

En cambio, el ecotipo humano y el biotipo NE1 fueron los prevalentes en las cepas aisladas 

de portadores sanos, 24% y 38%, respectivamente. En la Tabla 10 se muestra el número de 

cepas pertenecientes a los distintos biotipos en relación al sitio de infección en cepas 

humanas aisladas de episodios clínicos y de portadores. No se encontraron asociaciones 

entre los biotipos y el sitio de infección. La Tabla 11 muestra el número de cepas bovinas 

pertenecientes a diferentes biotipos y su distribución en los distintos tambos. El ecotipo 

bovino fue el más asociado con las infecciones en cuartos mamarios bovinos. 
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Tabla 10: Biotipificación de cepas de S. aureus aisladas de huéspedes humanos. 

BIOTIPO Piel Material 
Respiratorio 

Catéter Hamo 
cultivo 

Herida 
quin-n:10a 

Osteomielitis 

1 

O 

Orina Secreción 
ocular 

Portadores TOTAL 

Humano 

Bovino 

5 

O 

1 

O 

3 

O 

3 

O 

4 

O 

1 

O 

2 

O 

5 

O 

25 

O 

Aviar 0 0 1 0 1 0 0 0 1 3 

NE1 1 1 0 1 1 1 0 0 8 13 

NE2 0 1 0 0 1 0 0 0 1 3 

NE3 2 0 0 2 0 0 0 0 2 6 

NE4 3 2 3 3 1 1 2 0 3 18 

NE5 0 0 0 1 0 0 0 0 1 2 

TOTAL 11 5 7 10 8 3 3 2 21 70 

Tabla 11: Biotipificación de cepas de S. aureus aisladas de vacas con mastitis subclínicas 
pertenecientes a los diferentes tambos. 

BIOTIPO Tambo A Tambo B Tambo C Tambo D Tambos Bs. As. TOTAL 

Humano 3 0 5 2 0 10 

Bovino 5 3 2 10 34 54 

NE1 2 1 0 2 13 18 

NE2 2 1 1 2 4 10 

NE3 O O O O O O 

NE4 1 0 0 0 0 1 

NE5 2 1 0 1 2 6 

Total 15 6 8 17 53 99 

En la Figura 10 se muestra el dendrograma construido con los resultados obtenidos 

a partir del análisis de biotipos. El cálculo del índice de discriminación para la técnica de 

biotipificación calculado según el índice de Hunter-Gaston fue de 0.8. 
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HUMANO 

NO-E PECIFICO 1 

NO-ESPECIFICO 4 

NO-ESPECIFICO 5 

NO-ESPECIFICO 2 

BOVINO 

NO-ESPECIFICO 3 

1 I I 1 1 1 ! l i l i l í ! 

Resu liados 

Cepa n°, origen 

556,530 
345, A128 HS, A 

5132, 550, 528 H 
534, 551, 537 H 
531, 541, 551 H 
546, 512, 535 H 
522, 553, 514 H 
536,533 
513,547 
625,635 
637,604 
666,635 
603, 623 
604 
301,333 HS 
343, 353 HS 
316 HS 
A127, Al5 A 

519, 516, 5271 H 
668, 665, 607 B 
661, 602, 621 B 
315, 374 HS 
320, 323, 346 HS 
328, 356, 390 HS 
A117, 2N1 A, C 

511, 539, 554 H 
529, 538, 5261 H 
527, 544, 545 H 
518, 549 
540, 552 
311, 339, 393 HS 
A117 A 
SM1, P01 

520, 340, 2N2 H, HS, C 
664, 663632 B 
F1, A16-N26 A 

510, 517 
639, 618, 601 B 
611, 667, 606 B 
351 HS 
F3, B1, M13 A, A, C 

613,615,608 B 
668, 619, 634 B 
662, 616, 633 B 
620, 609, 636 B 
610,617, 672 B 
677, 678, 673 B 
679,680 
CH1, Al1 A 
N2A, MC1 

526, 548, 614 H, H, B 
M13, 
303,342 HS 

30 40 50 60 70 80 90 100 

Porcentaje de similitud 

Figura 10: Dendrograma construido mediante el algoritmo de UPGMA basado en el coeficiente de 
Dice (SD) obtenido luego de la comparación de biotipos de cepas de S. aureus de distintos orígenes. 
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Resu ftados 

b) Determinación de la resistencia a antibióticos 

Un total de 169 cepas aisladas de huéspedes humanos (episodios clínicos n=49; 

portadores n=21) y bovinos (n= 99) caracterizadas como S. auteus por las pruebas 

bioquímicas y por biotipificación fueron analizadas para su resistencia a los diferentes 

antibióticos por la técnica de siembra en placa, conteniendo la concentración adecuada de 

cada antibiótico. Se analizaron diferentes antibióticos para las cepas bovinas y humanas, ya 

que la antibióticoterapia de la clínica médica humana difiere de la veterinaria. Para las 

cepas humanas se ensayaron los siguientes antibióticos: eritromicina, penicilina, 

vancomicina, tetraciclina, noboviocina, cefalotina, kanamicina, ampicilina y oxacilina. Para 

las cepas bovinas se ensayaron: eritromicina, penicilina, tetraciclina, noboviocina, cefalotina, 

kanamicina, ampicilina, oxacilina, espiramicina y gentamicina con las concentraciones 

explicadas en Materiales. Las cepas aisladas de alimentos (n= 43) fueron ensayadas solo 

para la resistencia a meticilina ya que resultó interesante analizar este tipo de resistencia 

debido a que las cepas MRSA son las más patógenas a nivel clínico y su detección en 

alimentos estaría indicando la contaminación de los mismos con cepas provenientes de 

humanos. Para la determinación de resistencia se utilizó oxacilina ya que es más resistente 

a la degradación que meticilina, detecta cepas hetero-resistentes y provee resultados más 

confiables. 

En las Tablas 12, 13 y 14 se muestran los perfiles de resistencias en las cepas 

aisladas de huéspedes humanos de episodios clínicos, de portadores y aisladas de 

huésped bovino, respectivamente. La mayor resistencia encontrada fue para penicilina 

(45%), representando un 73% en las cepas aisladas de humanos y un 26% en las cepas 

aisladas de bovinos. Todas las cepas analizadas (100%) fueron sensibles a vancomicina. 

Catorce cepas fueron resistentes a oxacilina, representando el 8%. Se encontró que 110 

cepas (65%) fueron resistentes a uno o más de los antibióticos ensayados. Se observó un 

total de 37 diferentes perfiles de resistencia a antibióticos en las cepas aisladas de 

episodios clínicos, 11 en las cepas aisladas de portadores y 14 en las cepas aisladas de 

huéspedes bovinos, 47 perfiles para la totalidad de las cepas. El perfil más común para la 

totalidad de las cepas considerando resistencia a un solo antibiótico fue penicilina, y el perfil 

penicilina-ampicilina para la resistencia a múltiples antibióticos. Las cepas humanas 

presentaron los mayores porcentajes de resistencia y se encontraron 3 perfiles en común en 

las poblaciones de episodios clínicos y portadores (Amp; Pn-Amp y Pn-Amp, indicados con 

*). Es importante destacar que 22 cepas (31%) aisladas de huéspedes humanos (episodios 

y portadores) fueron resistentes a 4 o más antibióticos. Cabe mencionar que el 19% de las 
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cepas aisladas de portadores humanos fueron resistentes a meticilina y que de ellas el 6% 

(4/70) correspondió a aislados proveniente de portadores. El 87% (9/70) y el 50% (50/99) de 

las cepas humanas y bovinas, respectivamente fueron resistentes a los antibióticos 

ensayados. Al comparar las cepas de episodios clínicos y bovinas se encontraron tres 

perfiles de resistencia en común, estos perfiles correspondieron a un antibiótico (Amp, Sm y 

Tc, indicados con 1). 

Tabla 12: Resistencia a antibióticos en cepas de S. aureus aisladas de huéspedes humanos 

PERFIL CEPA Resistencia a antibióticos 

Pn Amp Er Sm Tc Gn Km Nb Cf Oxa Vn 

510, 521, 523 , 533, 552, s s s s s s s s s s s 
o 556, 557 

1 520, 555 1 s s s R s s s s s s s 
2 543 .1 s R S S s s s s s s s 
3 544 1 S s s s R S S S S S S 

4 517 R S R s s s s s s s s 
5 516, 534, 535, 548, 549 "" R R s s s s s s s s s 
6 551 R S s s R S S S S S S 

7 512*** R R R s s s s s s s s 
10 515 s R R s s s s R S S S 

11 531 R s s s s s s R S S S 

12 540 s s R s R S S S S S S 

13 545 R R s s R S S S S S S 

14 522 R s R R s s s s s s s 
15 528 R s s s s s R S S R S 

16 529 R s R s s s s R S S S 

17 539 R R s s s s s R S S S 

18 545 R R s s R S S S S S S 

19 554 R R s s R S S S S S S 

20 519 R R s R S S S S S S S 

21 513, 550, 553 R R s R R S S S S S S 

22 5261 s s R R R S S R S S S 

23 538 R s R S R S R S S S S 

24 547 R R s s s s R S S R S 

25 5271 R S R s s s R S S R S 

26 546 R R R R R S S S S R S 

27 537 R R s R s s s s s R S 

28 524 R S R s s s R R S R S 

28 526 R s R R R S S R S S S 

30 527 R R R s s s R S S R S 

31 5322 R R R R s s s s s R S 

32 536 R R S R R S S R S S S 

33 511 R R R R S S R R S S S 

34 530 R R S R R S R R S S S 

35 542 R R R R R S R S S S S 

36 525 R R R R R S R R S R S 

37 532 R R R R R S R S R R S 
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Tabla 13: Resistencia a antibióticos en cepas de S. aureus aisladas de portadores 

Wes u I. ta dos 

PERFIL CEPA 
Resistencia a antibióticos 

Pn Amp Er Sm Tc Gn Km Sp Cf Oxa Nb 

0 240,253 S S S S S S S S S S S 

1 242* S R S S S S S S S S S 
201, 215, 216, 246, 290, 293, 

2 245, 256** R R S S S S S S S S S 

4 274 S R S S S S S S S R S 
5 203, 239, 243 R S S S S S S S S R S 
6 211*** R R R S S S S S S S S 

7 233 R S R S R S S S S S S 

8 223 R S R S S S R S S S S 
9 220 R S S R S S R S S R S 
10 228 R S R R II S R S S S S 
11 251 R R R S R S S S S R S 

Tabla 14: Resistencia a antibióticos en cepas de S. aureus aisladas de huéspedes bovinos 

PERFIL CEPA ¡Resistencia a antibióticos 

0 

1 

2 

3 

4 

613, 601, 611, 660, 609, 615, 614, 606, 
607, 604, 603, 602, 665, 605, 617, 667, 
628, 620, 623, 625, 626, 638, 622, 624, 
708, 712, 715, 718, 671, 672, 673, 674, 
675,676,677,678,679,682,680,681, 
683, 685, 687, 690, 692, 697, 699, 700, 

701 

632,634,640 
706, 707 1

608, 618, 621, 635, 636, 709, 714, 715, 
719, 608, 609, 616, 618 

612, 616, 610, 619, 633, 637, 711, 617, 
624,629,630 1

Pn Amp Er Sm Tc Gn Km Sp Cf Oxa 

S S S 5 5 5 5 5 5 S 

S S S S S S S R S S 

S R S S S S S S S S 

12 S 5 S S 5 5 5 5 5 S 

S S S R S S S S S S 

Nb 

S 

S 

5 631 1 S S S S R S S S S S S 

6 640 R S S S S S S R S S S 

7 641,639 S R S R S S S S S S 
8 661, 662, 664, 670, 713, 642, 645 R 5 S R S S S S S S 

9 666,663 S S R R S S S S S S S 
10 633 S S 5 R R S S 5 5 5 S 
11 622,623 12 S R R S S S S S S S 
12 621 R S S R R S S S S S S 
13 643 R 5 R S R II S S S S S 
14 639 R S R S R S S R S S S 

* 1, : perfiles comunes. 
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Tabla 15: Porcentaje de resistencia a antibióticos en cepas de S. aureus aisladas de huéspedes 
bovinos y humanos 

Antibiótico 
N° de cepas / Porcentaje 

Total 
(n=169) 

_ 

Cepas humanas 
Cepas bovinas 

(n=99) 
Portadores sanos 

(n=21) 
Casos clínicos 

(n= 49) 

Penicilina G 17 go% 35 71% 26 26% 77 45% 

Ampicilina 12 57% 27 55% 4 4% 45 27% 

Estreptomicina 2 9% 15 31% 26 26% 43 25% 

Eritromicina 5 24% 18 41% 4 4% 29 17% 

Tetraciclina 3 14% 18 37% 5 5% 24 14% 

Oxacilina 4 19% 10 20% 0 0% 14 8% 

Kanamicina 3 14% 11 22% ND ND 14 8% 

Novobiocina 0 0% 11 22% ND ND 13 8% 

Cefalotina 0 0% 1 2% 0 0% 1 0.5% 

Vancomicina 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 

Espiramicina ND ND ND ND 5 5% 5 ' 3% 

Gentamicina ND ND ND ND 0 0% 0 0% 

Las Figuras 11 y 12 muestran los porcentajes de resistencia en cepas aisladas de 

huéspedes humanos. Puede observarse que los mayores porcentajes de resistencia fueron 

para penicilina; siendo penicilina y ampicilina mayores en cepas aisladas de portadores 

sanos. 

Erituz B. Wonoso gens Doctorat- 55 
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80% 
70% 
60% 
50% 
40% 
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20% 
10% 

0% 

Resistencia a antibióticos en cepas humanas 

Pn Amp Er Tc Sm Km Oxa Nb Cf Ab (n.70) 

Resu liados 

Figura 11: Porcentajes de resistencia a los antibióticos ensayados en cepas de S. aureus aisladas de 
huéspedes humanos (n=70) 

90 
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30 
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10 di 
Pn Amp Sm Er Tc Oxa Km Nb Cf Vn 

Epsocios clínicos 

Portadores 

Ab 

Figura 12: Porcentajes de resistencia en cepas aisladas de cepas de S. aureus portadores sanos 
(n=21) y de episodios clinicos (n=49). 

En la Tabla 16 se muestran los perfiles de resistencia a antibióticos y su relación con 

los biotipos prevalentes (humano y NE4) y el sitio de infección en cepas aisladas de 

episodios clínicos. Resulta de interés destacar que las cepas pertenecientes al ecotipo 

humano y biotipo NE4 fueron las que presentaron resistencia a varios antibióticos; entre 2 y 

8 y que las cepas aisladas de piel presentaron los mayores porcentajes de resistencia a 

penicilina, eritromicina y ampicilina. El 96% de las cepas pertenecientes a los biotipos 

mencionados (ecotipo humano y biotipo NE4) fueron resistentes a penicilina. 
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R,571 fic14.1-0S 

Tabla 16: Perfiles de resistencia a antibióticos en cepas de S. aureus pertenecientes a los biotipos 
humano y NE4 y su relación con el sitio de infección. 

BIOTIPO N° cepa Sitio de infección Resistencia a antibióticos 

Humano 543 Hemo Amp 

532 Hemo Pn-Er-Amp-Sm-Tc-Km-Cf-Oxa 

537 Piel Pn—Srri— Amp- Oxa 

550 Piel Pa—S rn—Tc—Amp 

513 Piel Pri--Snri—Tc 

550 Piel Pn—Srn—Tc—Amp 

522 Material respiratorio Pn—Em—Sm 

536 Herida quirúrgica Pn—Sm—Tc—Nb—Amp 

535 Herida quirúrgica Pn—Amp 

528 Herida quirúrgica Pn-Kn-Oxa 

533 Secreción ocular Susceptible 

534 Catéter Pn—Amp 

541 Catéter Pn—Em—Sm—Tc—Km—Amp 

551 Catéter Pn—Tc 

532-1 Hemocultivo Pn—Em-Sm-Tc-Km-Am-Oxa 

531 Hemocultivo Pn-Em-Sm-Amp 

NE4 511 Piel Pn-Em-Sm-Nb-Amp 

538 Piel Pn-Em-Tc-Km 

549 Piel Pn-Amp 

536 Herida quirúrgica Em-Sm-Tc-Nb-Amp 

518 Herida quirúrgica Pn-Sm-Amp 

539 Material respiratorio Pn-Nb-Amp 

554 Osteomielitis Pn-Tc-Amp 

544 Catéter Tc 

529 Catéter Pn-Em-Nb 

545 Orina Pn-Tc-Amp 

552 Orina Susceptible 

540 Hemocultivo Em-Tc 

511k. Efina B. Wonoso `ksis (Doctoral 57 



• 
e 
e 
e 
e 
• 
• 
• 
• 
• 
e 
e 
e 
• 
e 
e 
e 
e 
e 
e 

e 
o 

e 
e 
e 
o 
e 
o 
o 
o 

o 

o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

o 
o 
e 

o 



1
.
•
•
•
*
*
•
•
•
*
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
 

Restr ftajos 

La Figura 13 muestra los porcentajes de resistencia en cepas aisladas de huéspedes 

bovinos. Dichas cepas mostraron los menores porcentajes de resistencia comparadas con 

las cepas aisladas de huéspedes humanos. Los mayores porcentajes de resistencia se 

observaron para penicilina (26%) y estreptomicina (20%). No se observaron resistencias 

para gentamicina, cefalotina ni vancomicina (Tabla 15). Solamente una cepa mostró 

resistencia a 4 antibióticos. 

Resistencia a antibióticos en cepas bovinas 

30% 

25% 

20% - 

15% 

10% - 

5% 

0% - 
Ft1 Sm Tc Sp 

Li 
Arrp Er Ab (ris.99 

Figura 13: Porcentajes de resistencia a antibióticos en cepas aisladas de huéspedes bovinos (n=99) 

Del análisis de las 58 cepas aisladas de bovinos ecotipo específico (46 

pertenecientes al ecotipo bovino y 12 perteneciente al ecotipo humano) no se encontró 

relación entre los ecotipos prevalentes con el perfil de resistencia a antibióticos. 

Es interesante destacar que el 12% del total de las cepas (n=212) presenta 

resistencia a meticilina, siendo los mayores porcentajes para las cepas de origen humano 

(20%) y alimentos (12%). No se encontraron cepas MRSA en los aislados bovinos. Los 

resultados se muestran en la Tabla 17. 

Tabla 17: Porcentaje de cepas de S. aureus resistentes a meticilina. 

CEPAS HUMANAS 

CLINICAS 

HUMANAS 

SANAS 

BOVINAS ALIMENTOS TOTAL 

SENSIBLES 39 80% 17 80% 99 00% 37 88% 186 88% 

RESISTENTES 10 20% 4 20% 0 0% 6 12% 26 12% 

TOTAL 49 21 99 43 212 
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c) Extracción de A bN de plásm idos de 5. aureus 

Wesu liados 

Se determinó la presencia de ADN plasmídico en las cepas de S. aureus con el fin 

de relacionar los perfiles de plásmidos con la resistencia a antibióticos. Para la extracción 

de plásmidos en cepas de S. aureus se ensayaron tres técnicas que se detallan en la 

sección de Métodos. Los mejores resultados se obtuvieron con la técnica descripta por 

Takahashi y Nagano (1984). 

Las técnicas fueron realizadas con cepas aisladas de huéspedes bovinos, utilizando 

como control la cepa de S. aureus RC105. 

Al realizar las técnicas detalladas anteriormente, se observó una lisis incompleta de 

las células. Para completar la lisis fue necesario agregar 6 pi de una solución de lisostafina 

más concentrada, por lo que se usó una concentración de 10 mg/ml. En las figuras 14 y 15 

se muestran los perfiles de plásmidos obtenidos con las diferentes técnicas. 

ADN c 

1 2 3 4 5 6 7 

• 

Figura 14: Perfiles de plásmidos obtenidos según las distintas técnicas. Calle 1: ADN cromosomal de 
S. aureus aislado de una cepa bovina, calles 2 - 4: técnica Takahashi-Nagano, calles 5 - 6: técnica 
Birboirn y Dolly modificado, calle 7 técnica ii según Métodos. 

La técnica de extracción de plásmidos de Takahashi-Nagano fue la que arrojó los 

mejores resultados. Aunque la técnica es rápida y fácil de realizar y según la bibliografía 

pueden detectarse plásmidos de bajo y alto peso molecular entre 2,0 a 122 x 106 D, no 

pudieron ser extraídos la mayoría de los plásmidos de las cepas ensayadas (Takahshi y 

Nagano, 1984). 

Se realizó la extracción al 20% de las cepas, incluyendo cepas aisladas de 

huéspedes humanos y bovinos). Se pudo aislar plásmidos en el 10% de las cepas humanas 

y en el 23% de las cepas bovinas. El mayor número de plásmidos diferentes encontrados en 

una cepa fue de 2 (Figura 15). 
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Figura 15: Perfiles plasmídicos de cepas de S. aureus ensayadas por la técnica de Takahashi y 
Nagano. M: marcador de peso molecular. 

Las cepas que no mostraron plásmidos o cuyas bandas plásmidicas fueron tenues, 

se trataron con cloranfenicol para intentar aumentar el número de copias. Los resultados 

mostraron que no fue posible obtener bandas de mayor intensidad. 

3-CARACTERIZACION DE CEPAS DE 5. aureus: TÉCNICAS MOLECULARES 

b) Optimización de la técnica de RAPb -PCR 

La optimización de la técnica de RAPD-PCR se llevó a cabo realizando distintas 

modificaciones a la técnica descripta por Williams y col. (1990). La puesta a punto del 

método se ensayó con ADN de muestras aisladas de casos clínicos en humanos con el 

cebador P6. 

Se consideraron los siguientes parámetros: 

i) Extracción y pureza del ADN cromosomal 

El ADN bacteriano puede ser aislado de bacterias de una variedad de técnicas 

establecidas. Para la reproducibilidad de la técnica es importante que el ADN sea de alta 

pureza, libre de sustancias contaminantes que puedan inhibir la reacción de amplificación y 

libre de ADNsas, que pueden degradar el ADN influenciando el resultado de la reacción. Por 

Erina B. Weilwso 60 
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Wesuftaás

lo tanto el ADN debe ser aislado a partir de un método seguro y confiable (Caetano-Annoles 

y Gresshoff, 1998). 

Para lograr la obtención de un ADN de alta pureza, libre de sustancias 

contaminantes como proteasas, ADNsas, etc, que pueden inhibir la reacción de 

amplificación, se realizaron algunas modificaciones al protocolo de extracción. Entre ellas, 

se cambió el paso de extracción con fenol-cloroformo por cloroformo, ya que el fenol es un 

inhibidor de la enzima ADN Taq polimerasa. La Figura 16 muestra los ADN cromosomales 

extraídos según el protocolo anteriormente descripto. 

ÓL 

e 

Zit 

I oci thLp 

Figura 16: Extracción de ADN cromosomal de cepas de S. aureus según el protocolo descripto en 
Métodos. 

II) Concentración de ADN crotnosomal 

La variable más importante para asegurar la reproducibilidad de los resultados es la 

concentración de ADN. Se ensayaron distintas concentraciones de ADN por cepa (20, 40 y 

100 ng.). La concentración que se determinó óptima para las reacciones de amplificación, 

fue entre 25 y 50 ng por reacción. También se determinó que a concentraciones menores 

de 25 ng la técnica pierde reproducibilidad, pero a concentraciones mayores el patrón de 

bandas se conserva (Figura 17). 
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Figura 17: Productos de amplificación de cepas de S aureus ensayadas por RAPD-PCR a distintas 
concentraciones de ADN. M: marcador de peso molecular de 100 pb, calles 1 a 4: ADN de cepa 514 
con 10, 20, 40 y 100 ng., respectivamente. 

iii) Concentración de reactivas 

Se analizaron distintas concentraciones de Cl2Mg (1,5, 3, 3,5 y 4,5 mM), cebador (2, 3 y 

3,5 µM), dNTP (200 !AM) y enzima ADN Taq polimerasa (1 IU y 2 IU) Además se realizaron 

ensayos con distintas marcas de enzima ADN Taq polimerasa (Pharmacia y Promega) y se 

realizaron ensayos con y sin aceite mineral. 

Se mantuvo la concentración de dNTPs constante a 200 µM y se fue variando 

gradualmente la concentración de Cl2Mg de 1,5 mM a 3,5 mM. A medida que se aumentaba 

la concentración, los productos comenzaron a adquirir mayor intensidad y las bandas 

inespecíficas desaparecieron. No se varió la concentración de dNTP, porque la mayoría de 

los protocolos sugieren que la concentración óptima es 200 µM y además un incremento en 

la concentración de dNTPs requiere un incremento en la concentración de iones Mg + para 

que la reacción sea óptima (Caetano-Annoles y Gresshoff, 1998). Se determinó que a 

concentraciones mayores de 3,5 mM de Cl2Mg la reacción se inhibía (Figura 18). 
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Figura 18: Productos de amplificación de cepas de S. aureus ensayadas por RAPD-PCR a distintas 
concentraciones de Cl2Mg. M: marcador de peso molecular de 100 Pb; Calles 1 a 4: cepa 520 con 5, 
3,5, 2 y 1,5 mM de Cl2Mg, respectivamente. 

Se ensayaron dos concentraciones de cebador (2 y 3 uM). Para que la reacción sea 

óptima se sugiere que debe estar en exceso y debe visualizarse en los geles junto al frente 

de corrida. Se determinó que la concentración adecuada de cebador fue de 3 piM. 

También se ensayaron distintas concentraciones de ADN Taq polimerasa (1, 2 y 3 

IU), a concentraciones menores de 2 IU hubo poco producto amplificado y a 

concentraciones mayores de 2 IU resultó en un aumento de la inespecificidad (Figura 19). 

M 1 2 3 

.r-•••••• 

•••••••11. 

Figura 19: Productos de amplificación de cepas de S. aureus ensayadas por RAPD-PCR a distintas 
concentraciones de ADN Taq Polimerasa. M marcador de peso molecular; Calles 1 a 3: Cepa 520 
con 1, 2 y 3 IU de ADN Taq Polimerasa. 
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Los protoclos de PCR de Promega proponen como condiciones óptimas 200 ptM de 

dNTP, 0,4 1.1M de cada de cebador, 1,5 mM de Cl2Mg y 2 IU III de ADN Taq polimerasa, sin 

embargo en las condiciones realizadas en el laboratorio se determinó que la concentración 

óptima de reactivos para la reacción de PCR fue: 3,5 mM Cl2Mg, 3 jiM de cebador, 200 1.1M 

de cada dNTP (Promega) y 2 IU de Taq Polimerasa (Promega) y con el agregado de aceite 

mineral para evitar la evaporación de los reactivos durante el ciclado. 

iv) Ciclo térmico de amplificación 

Se ensayaron varios programas a distintas temperaturas de hibridación (30° C y 37° 

C) evitando fragmentos de amplificación inespecíficos para que la reacción de PCR sea 

óptima. 

Se trabajó con un primer paso de desnaturalización inicial de 95° C, previo al ciclado. 

La bibliografía recomienda un último paso de extensión de reacción a 72° C, debido a que, 

la actividad de la enzima puede no ser óptima durante la reacción. En este último paso la 

enzima ayudaría a finalizar la elongación de la mayoría de los productos iniciados en el 

último ciclo. En las condiciones empleadas en el laboratorio se determinó que el tiempo de 

extensión adecuado fue de 8 mm n a 72°C. 

En las condiciones empleadas en el laboratorio se determinaron las siguientes 

condiciones del ciclo: un paso de desnaturalización de 94°C 5 mm n y 40 ciclos de 

amplificación (93° C 1 mm , 37°C 1:30 mm , 72°C 1:30 mm ), con un paso de final de 

extensión de 8 mm n a 72° C. 

v) Estandarización en la preparación de los geles 

Se determinaron las condiciones óptimas de corrida: volumen y concentración de 

agarosa, volumen de siembra de los productos de amplificación, voltaje constante y tiempo 

de corrida. Esta estandarización resulta esencial en el análisis comparativo de varios geles, 

dado que los mejores resultados se obtienen cuando todos los parámetros mencionados 

están estandarizados de manera tal que las fotos presentan perfiles de bandas comparables 

entre sí al analizarlas en los softwares correspondientes. 
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Los parámetros establecidos en el laboratorio fueron: agarosa 1,5 en TAE, 80 ml con 

0,5 mg/mi de bromuro de etidio; 2 horas de corrida a 70 voltios, siembra de 12 µI de 

volumen total de producto amplificado. 

b) Optimización de la técnica de REP-PCR 

La técnica de REP-PCR realizada según Del Vecchio y col. (1995), fue ligeramente 

modificada en el laboratorio. La puesta a punto del método se ensayó con muestras de ADN 

aisladas de casos clínicos usando como cebador la secuencia RW3A 5' 

TCGCTCAAAACAACGACACC 3', cuya secuencia es homóloga a REP-MP-13 de 

Mycoplasma pneumoniae. 

Los pasos modificados fueron idénticos a los establecidos para RAPD-PCR, 

excepto: 

i) La temperatura de hibridación. El cálculo teórico fue de 52° C, dado que el cebador es de 

20 pb y tiene un 50% de CG. Se compararon reacciones de REP-PCR a dos temperaturas 

de hibridación, 47° C y 54° C. Como los productos a obtener debían ser de 250 a 4000 pb, 

se determinó la temperatura donde se obtuvieran los productos de amplificación de mayor 

peso molecular. Los mejores resultados fueron obtenidos con una temperatura de 

hibridación de 54° C. A 47° C los productos fueron menores de 1000 pb (Figura 20). 

ii) Se agregó dimetil-sulfóxido (DMSO) al 2,5% para estabilizar la reacción. Se observó que 

el agregado no influyó en los patrones de bandas obtenidas. En la bibliografía se informa 

que la adición de DMSO, resulta en un aumento de la intensidad del producto amplificado al 

trabajar con concentraciones de ADN menores a 1 µg. 

En el laboratorio se determinaron las siguientes condiciones para el ciclo térmico de 

amplificación: un paso de desnaturalización de 94° C, seguido por 36 ciclos de 1 mm n a 93° 

C, 1:30 mm n a 54° C, 1:30 mm n a 72° C. El programa finalizó con un paso de extensión de 8 

mm n a 72° C. 
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1 2 3 M M 1 2 3 4 5 

Figura 20: Productos de amplificación de cepas de S. aureus ensayadas por REP-PCR a dos 
temperaturas de anneling. Foto a: Cepa 520 ensayada a 47°C, calle 1 sin agregado de DMSO, calle 
2 y 3 con agregado de DMSO. Foto b: Cepas 511 (calle 1 y 2) y 520 (calle 3 y 4), sin agregado de 
DMSO ensayadas a 54° C M= marcador de peso molecular de 1 kb. 

c) Análisis de las cepas por RAPb-PCR 

Se ensayaron 212 cepas de S. aureus por RAPD-PCR provenientes de diferentes 

orígenes según se explicó en Métodos con los cebadores OLP6, OLP11, OLP13 y OLP14. 

La Tabla 16 muestra las características de cada cebador utilizado y el número de 

fragmentos obtenidos con cada uno de ellos. 

Tabla 18: Cebadores ensayados para el análisis de cepas de S. aureus de distintos orígenes 

mediante la técnica de RAPD-PCR. 

CEBADOR SECUENCIA 5' —3' % GC N° FRAGMENTOS 

P6 GAGGGAAGAG 70% 

P11 ACGATGAGCC 60% 1-11 

P13 ACGATGAGCC 60% 1-11 

P14 ACCACCCACC 60% 1-9 
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En este trabajo se probaron los 4 cebadores, se analizó el número de fragmentos 

generados y se decidió trabajar con 3. Se utilizaron los cebadores OLP6, OLP11 y OLP13, 

que fueron elegidos debido a que generaron un alto número de bandas y un número 

limitado de bandas de baja intensidad. El conjunto de bandas producidas por un cebador 

fue definido como "perfil genotípico". Los aislados fueron ensayados dos veces y cada 

ensayo realizado fue reproducible. 

El análisis de todas las cepas con los cuatro cebadores ensayados mostró perfiles 

de bandas con un peso molecular comprendido entre 350 y 1800 pb. 

El análisis de las cepas humanas aisladas de casos clínicos con los cuatro 

cebadores ensayados mostró los siguientes porcentajes de bandas compartidas: 

Con el cebador P6 el 58% de las cepas compartieron la banda de 1600, el 53% la 

bandas de 1700 pb y el 46% las de 1100 y 900 pb. Con el cebador Pll el 81% de las cepas 

compartieron la banda de 900 pb y el 74% las de 700 y 500 pb. Con el cebador P13 el 67% 

compartieron la banda de 1700, el 65% la banda de 1800 pb y el 58% la banda de 400 pb. 

Con el cebador P14 el 92% de las cepas humanas compartieron la banda de 350 pb, el 85% 

la de 1000 pb y el 70% la de 900 pb. Se obtuvieron 36, 33 y 35 perfiles con los cebadores 

P6, P11 y P13, respectivamente. 

Para las cepas bovinas los porcentajes de bandas compartidas fueron: 

Con el cebador P6, el 37% de las cepas compartieron la banda de 1100 pb y 900 pb 

y el 35% la banda de 600 pb. Con el cebador P11, el 42% la banda de 500 pb y el 40% la 

de 800 pb. Con el cebador P13 el 35% las bandas de 1500 y 500 pb Con el cebador P14, el 

90% la banda de 600 pb y el 60% la banda de 700 pb. Se obtuvieron 35, 18 y 36 perfiles 

con los cebadores P6, P11 y P13, respectivamente. 

El índice de Hunter-Gaston es una estimación del poder discriminatorio de una 

técnica. Está determinado por un número de perfiles definidos por el método usado y la 

frecuencia relativa de los mismos (Hunter y Gaston, 1988). 

Los valores de los índices de discriminación obtenidos se muestran en la Tabla 19. 

Todos los cebadores ensayados dieron altos índices de discriminación tanto para las cepas 

bovinas como para las cepas de origen humano, el cebador OLP6 fue el de mayor poder de 

discriminación. 
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Tabla 19: Indices de discriminación de los cebadores individuales ensayados por RAPD-PCR y sus 
combinaciones calculados según Hunter-Gaston. 

CEBADOR CEPAS 
HUMANAS 

CEPAS BOVINAS CEPAS HUMANAS-
BOVINAS 

P6 0.996 0.993 0.987 

P11 0 988 0.933 0 960 

P13 0.984 0.993 0.905 

P14 0.970 0.968 0 950 

Estos índices son los deseables, ya que la bibliografía considera que una técnica 

con un índice mayor de 0.90 es de alto poder discriminatorio (Olive, 1999). 

4- ANALISIS MOLECULAR DE CEPAS DE 5. aureus POR RAPD-PCR 

El análisis taxonómico molecular fue realizado con el software NT-SYS versión 3.0 

según el coeficiente de Dice (SD) y los coeficientes de correlación de agrupamiento fueron 

calculados según la media aritmética no ponderada (UPGMA) con ligamiento completo 

(Rohlf, 1993) según fue descrito en Métodos. Se realizaron los análisis del total de las cepas 

de S. aureus con los distintos cebadores (P6-P11-P13) por separado y para cada población. 

El análisis se realizó tratando de encontrar posibles relaciones entre genotipos y 

biotipos, lugar de aislamiento, resistencia a antibióticos, sitio de [nfección, presencia de 

polimorfismos en los genes analizados y lugar geográfico de aislamiento. En general las 

cepas se agruparon de diferente manera de acuerdo al cebador ensayado. En la Figura 21 

se muestran los perfiles genotípicos de las cepas aisladas de huéspedes humanos y 

bovinos con cada cebador. 
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L 1 23 45 6 7 8 9 10 

1000 bp. 

500 bp - 
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L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1000 bp - 

500 bp - 

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

19. 

• Me 

Figura 21: Perfiles genotípicos de cepas de S. aureus ensayadas con los distintos cebadores. Calles 
1-5: cepas aisladas de huéspedes humanos, calles 6-10: cepas aisladas de huéspedes bovinos. A: 
Cebador OLP6. B: Cebador OLP11. C: Cebador OLP13. 

Se analizaron los perfiles generados con cada cebador según el software NT-SYS-

pc. Para el análisis de dendrogramas se consideró un primer nivel de agrupamiento a una 

determinada similitud genética relativa según el Coeficiente de Dice. Un segundo nivel, 

determinado al 80%, permitió una mayor diferenciación de las cepas y cada grupo de cepas 

fue considerado como un genotipo. Cada grupo de cepas (genotipo) perteneciente a un 

mismo cluster es considerado epidemiológicamente relacionado. En los dendrogramas se 

muestran las cepas con genotipos prevalentes. 

a) Cepas de 5. aureus aisladas de huéspedes humanas 

- Cebador 01,6 

La Figura 22 representa el dendrograma construido a partir del análisis con el 

cebador OLP6. En cada dendrograma se muestran las cepas aisladas de diferentes sitios. 

En un primer nivel de agrupamiento, a una similitud genética relativa menor al 70% 

se observan 10 grupos. Las cepas se agrupan sin relación al sitio de infección producida, 

pero al 100% de similitud corresponden cepas aisladas de la misma región geográfica. Al 

segundo nivel de agrupamiento, 80%, se puede observar un genotipo prevalente formado 

por 9 cepas. Siete de las 12 cepas pertenecientes al cluster C tienen como perfil de 

resistencia Penicilina-estroptomicina 
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- Cebador OLP11 

Las cepas ensayadas con el cebador OLP11 mostraron perfiles muy similares entre 

sí, aunque dichos perfiles fueron diferentes según lo observado al realizar el análisis con el 

cebador OLP6. Los resultados de este cebador pueden asociarse con los resultados de las 

pruebas realizadas (biotipificación, resistencia a antibióticos, etc). En la Figura 23, en un 

primer nivel de agrupamiento, al 70% de similitud se observan 3 grupos (A-C), las cepas 

que se ubican al 100% de similitud no tienen relación con el lugar geográfico de aislamiento, 

pero sí con el sitio de infección producida. El subgrupo formado por las cepas 518 y 531 

provienen de infecciones de heridas quirúrgicas; el subgrupo formado por las cepas 527, 

528, 541, 544, 545 y 546 provienen de infecciones en piel, catéter, orina y hemocultivos; el 

subgrupo formado por las cepas 519 y 526 corresponden a aislados de hemocultivos. A un 

segundo nivel de agrupamiento, al 80% se encuentran 3 genotipos prevalentes (indicados 

con líneas verdes y asterisco). Las tres cepas aisladas de osteomielitis se encuentran en el 

cluster Al subgrupo 111 y las tres de orina en el cluster A2. El cluster Al agrupa 9 aislados 

(53%) pertenecientes al ecotipo humano y el cluster A2 agrupa 6 aislados (50%) 

correspondientes al biotipo no-específico 4 (NE4). Las diferencias encontradas fueron 

estadísticamente no significativas según el test X2. También se observa el cluster A1-1 en el 

cual predomina el perfil penicilina-eritromicina, en el siguiente (A1-11) predomina el perfil 

penicilina-ampicilina y otro (A1-111) con predominio de penicilina-tetraciclina. Las diferencias 

encontradas fueron estadísticamente significativas según el test X2 para los perfiles 

penicilina-eritromicina y penicilina-ampicilina, los valores obtenidos fueron 13,9 (p<0,005), 

16,2 (p<0,005), respectivamente y 0,121 (p>0,005) para el perfil penicilina-ampicilina. Estos 

resultados estarían indicando la asociación entre determinados genotipos y la resistencia 

específica a antibióticos. 

- Cebador OLP13 

En la Figura 24, en un primer nivel de agrupamiento, se puede observar que al 40% 

de similitud hay 5 grupos (A-E). Los perfiles son diferentes a los encontrados con los otros 

cebadores, se agrupan sin relación al lugar y al sitio de infección. Al 100% algunos 

subgrupos tienen relación con el lugar de aislamiento, como 514, 517 y 538, 531. 
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- Cebadores OLP6-OLP1 1 - OLP1 3 

En la Figura 25 al 60% se observan 6 grandes grupos (A-F). Las cepas se agrupan 

sin relación al lugar y al sitio de infección. Las cepas 545 y 546, ambas aisladas de infección 

urinaria, comparten el mismo genotipo al ser analizadas con los tres cebadores, ya que 

tienen el mismo perfil según los cebadores OLP11 y OLP13 y fueron aisladas del mismo 

lugar geográfico. 

En el cluster B, donde se ubican la mayoría de los aislados (57%) se encuentran 9 

cepas pertenecientes al biotipo NE4 y 8 pertenecientes al ecotipo humano. En este cluster 

también se observa una asociación entre el perfil penicilina-ampicilina (56%). Según este 

análisis se podría sugerir que dentro de este cluster hay 3 genotipos prevalentes, se llama 

genotipo 1 al conjunto de cepas comprendidas dentro del grupo I, genotipo 2 al conjunto de 

cepas comprendidas dentro del grupo II y genotipo 3 al conjunto de cepas comprendidas 

dentro del grupo III, estos perfiles estarían asociados a la resistencia penicilina-ampicilina. 

Al realizar el análisis de coordenadas principales, con los tres cebadores se 

observan asociaciones entre lugar de aislamiento, sitio de infección y resistencia a meticilina 

(Figura 26). 
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Cepa n°, lugar, sitio de aislamiento, biotipo, antib 

RC M.R. NE2 - 
RC Piel NE4 Er-Sm-Nb-Pn-Amp 

RC H Q NE2 Er-Pn 

BA H Q. H Pn-Km -Oxa 
BA Cat H Pn-Amp 

RC Ost NE1 Pn-Amp 
RC Fiemo NE5 Pn-Sm 

BA Hemo NE4 Pn-Er-Km-Amp 

510 
511 

517 

I 528 
I 534 

1 516 
1 520 

527 

535 BA H Q H Pn-Amp 
526-1 BA Flem NE4 Er-Sm-Tc-Nb 

RC Cat H Pn-Tc 551 

RC LA. H Pn-Er-Amp 512 

513 RC Piel H Pn-Sm-Tc-Amp 
1 519 RC Hem NE1 Pn-Sm-Amp 

518 RC Flem NE4 Pn-Sm-Amp 

556 RC Piel A 

531 BA Hemo H Pn-Amp 

522 RC 

BA 

M R. H 

Hemo NE3 

Pn-Er-Sm 

Pn-Er-Sm-Tc-Nb 526 1-7" 
BA H. O. A Pn-Sm-Tc-Nb-Km-Amp 530 
BA Hemo NE4 Er-Tc 540 

552 RC Orina NE4 - 

546 RC Orina H Pn-Er-Srn-Tc-Amp-Oxa 

BA 

BA 

Cat NE4 

H.Q. H 

Pn 

Pn-Sm-Tc-Nb-Amp 
529 F-1 536 
554 RC Ost NE4 Pn-Tc-Amp 

BA Cat H Pn-Er-Sm-Tc-Km-Amp 541 

E RC Piel NE3 Pn-Amp 548 
537 BA Piel H Pn-Sm-Amp 

544 BA Cat NE4 Tc 

BA Piel NE4 Pn-Er-Tc-Km 538 

BA /IR NE4 Pn-Nb-Amp 539 

549 RC Piel NE4 Pm-Amp 

550 RC Piel H Pn-Sm-Tc-Amp 

RC Orina NE4 Pn-Tc-Amp 545 

514 RC Piel H Pn-Er-Sm-Amp 

553 RC Piel H Pn-Sm-Tc-Amp 

BA Piel NE1 Pn-Er-Km-Amp-Oxa 527-1 

533 RC SO. H 

532-1 BA Hemo H Pn-Er-Sm-Tc-Cf-Km-Amp-Oxa 

60 70 80 90 100 

Porcentaje de similitud 

Figura 22: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas humanas ensayadas 
con el cebador OLP6. 
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Cepa n°, lugar, sitio, IDiotipo, antib 

510 RC M.R. NE2 - 

527-1 BA Piel NE1 Pn-Er-Km-Amp-Oxa 

517 RC H Q NE2 Pn-Er 

514 RC Piel H Pn-Er-Sm-Amp 

532-1 BA Hemo H Pn-Er-Sm-Tc-Ct-Km-Arnp-Oxa 

II 520 RC Hamo NE5 Pn-Sm 

522 RC M.R. H Pn-Er-Sm 

533 BA Hamo SO - 

512 RC O. H Pn-Er-Amp 

516 RC Ost. NE1 Pn-Amp 

536 BA H.Q. H Pn-Sm-Tc-Nb-Amp 

554 RC Ost. NE4 Pn-Tc-Amp 
III 540 BA Fiemo NE4 Er-Tc 

530 BA Cat A Pn-Sm-Tc-Nb-Km-Amp 

537 BA Piel H Pn-Sm-Amp-Oxa 

534 BA Cat H Pn-Amp 

535 BA H.Q H Pn-Amp 

548 RC Piel NE3 Pn-Amp 
511 RC Piel NE4 Pn-Er-Sm-Nb-Amp 

526-1 BA H Q. NE4 Er-&n-Tc-Nb 

518 RC H Q NE4 Pn-Sm-Amp 
531 BA Hamo H Pn-Amp 

527 BA Hamo NE4 Pn-Er-Krn-Amp 
528 BA H.Q. H Pn-Km 
541 BA Cat H Pn-Er-Sm-Tc-Km-Amp 
544 BA Cat NE4 Tc 
545 BA Orina NE4 Pn-Tc-Amp 
546 RC Orina H Pn-Er-Sm-Tc-Amp-Oxa 

538 BA Piel NE4 Pn-Er-Tc-Km 

529 BA Cat NE4 Pn-Er-Nb 

1 519 RC Hamo NE1 Pn-Sm-Amp 
I 526 BA Fiemo NE3 Pn-Er-Sm-Nb-Tc 

549 RC Piel NE4 Pn-Amp 
550 RC Piel H Pn-Sm-Tc-Arnp 
551 RC Cat H Pn-Tc 

N 552 BA Orina NE4 - 

513 RC Piel H Pn-Srn-Tc 

539 BA M.R. NE4 Pn-Nb 
I-- 553 RC Piel H Pn-Sm-To-Amp 

556 BA Piel A 

60 70 80 90 100 

Porcentaje de similitud 

Figura 23: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de episodios 
clínicos en humanos ensayadas con el cebador OLP11. 
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BA 
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BA 

RC 

M.R. NE2 

Cat H 

Piel 1-1 
Remo NE4 
Piel NE4 

LA NE1 

Piel NE4 
Hemo H 

Pn-Amp 

Pn-Sm-Tc 
Pn-Nb-Amp 
Pn-Er-Sm-Nb-Amp 

Pn-Amp 

Pn-Er-Nb 
Pn-Sm-Amp 

534 

513 
/ 539 
511 

516 

529 

518 

i 514 RC Cat H Pn-Er-Sm-Amp 
'517 RC H.Q. NE2 Pn-Er 
527 BA Remo NE4 Pn-Er-Km-Amp-Oxa 

531 BA Hemo H Pn-Amp 

RC Ost NE4 Pn-Tc-Amp 554 
519 RC Hemo NE1 Pn-Sm-Amp 

536 BA H Q. H Pn-Sm-Tc-Nb-Arnp 

538 BA Piel NE4 Pn-Er-Tc-Km-Oxa 
541 BA Cat R Pn-Er-Srri-Tc-Km-Amp 
544 BA Cat NE4 Te 
551 RC Cat H Pn-Tc 
550 RC Piel H Pn-Sm-Tc-Amp 

520 RC Fiemo NE5 Pn-Sm 
535 BA H Q. H Pn-Amp 

549 RC Piel NE4 Pn-Amp 

i 545 RC Orina NE4 Pn-Tc-Amp 
I 546 RC Orina H Pn-Er-Sm-Tc-Arnp-Oxa 

526 BA Hamo NE3 Pn-Er-Sm-Nb-Tc 

553 RC Piel H Pn-Sm-Tc-Amp 

527-1 BA Remo NE1 Pn-Er-Km-Amp-Oxa 
537 BA Piel H Pn-Sm-Amp 

556 BA Piel A 

BA Hamo NE4 Er-Tc 540 

BA Remo NE4 Er-Sm-Tc-Nb 526-1 
552 BA Orina NE4 - 

530 BA H Q. A Pn-Sm-Tc-Nb-Km-Amp 

548 RC Piel NE3 Pn-Amp 

RC M.R. H Pn-Er-Sm 522 

BA Piel H Pn-Km-Oxa 528 

BA Hamo H 533 
BA M.R. NE4 Pn-Nb-Amp 539 

512 RC 051. H Pn-Er-Amp 

20 30 40 50 60 70 80 so loo 
Porcentaje de similitud 

Figura 24: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de episodios 
clínicos en humanos ensayadas con el cebador OLP13. 
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511 
516 

517 
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ao 
Porcentaje de similitud 

90 

541 
544 
550 

551 

529 

546 

549 

526-1 

552 

514 

536 

554 

540 

522 

533 

527-1 

513 

553 

539 

530 

537 

548 

556 

512 

100 

RC MR NE2 

BA Memo H Pn-Er-Sm-To-Cf-Km-Arnp-Oxa 

RC Piel NE4 Pn-Er-Sm-Nb-Amp 
RC Ost. NE1 Pn-Amp 

RC H Q NE2 Pn-Er 

BA Memo NE4 Pn-Er-Km-Amp-Oxa 

RC Memo NE5 Pn-Sm 

BA Nemo H Pn-Amp 

BA Memo H Pn-Km-Oxa 

RC Memo H Pn-Amp 

RC Memo H Pn-Sm-Amp 

BA fiemo H Pn-Amp 

RC Memo NE1 Pn-Sm-Amp 

BA Memo NE3 Pn-Er-Sm-Nb-Tc 

BA Piel NE4 Pn-Er-Tc-Km 

BA Cat H Pn-Er-Srn-To-Km-Amp 
BA Cat NE4 Tc 
RC Piel H Pn-Sm-To-Amp 

RC Cat H Pn-Tc 

BA Piel NE4 Pn-Er-Nb 

RC Orina NE4 Pn-Tc-Amp 

RC Orina H Pn-Er-Sm-To-Amp-Oxa 

RC Piel NE4 Pn-Amp 

BA Memo NE4 Er-Srn-Tc-Nb 

BA Orina NE4 - 

RC Nemo H Pn-F_r-Sm-Arrip 

BA H.Q. H Pn-Srn-Tc-Nb-Amp 

RC Ost NE4 Pn-Tc-Amp 

BA Fiemo M Er-Tc 

RC M.R. H Pn-Er-Sm 

BA Hemo H 

BA Fiemo H Pn-Er-Km-Am-Oxa 

RC Piel H Pn-Sm-Tc 

RC Piel H Pn-Sm-Tc-Amp 

BA M.R. NE4 Pn-Nb-Amp 

BA Cat A Pn-Sm-Tc-Nb-Km-Amp 

BA Piel H Pn-Sm-Amp-Oxa 

RC Piel NE3 Pn-Amp 

RC Piel NE3 

RC Ost H Pn-Er-Arnp 

Figura 25: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de episodios 
clínicos en humanos ensayadas con los cebadores OLP6, OLP11 y OLP13. 
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Figura 26: Análisis de coordenadas principales realizado por RAPD-PCR con los cebadores OLP6, 
OLP11 y OLP13 a partir del análisis de cepas humanas. 
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b) Cepas de 5. aureus aisladas de bovinos 

Se realizó el análisis de las cepas bovinas con cada uno de los cebadores y con la 

combinación de ellos. 

- Cebador 0126 

El análisis de las cepas bovinas aisladas de la región de Córdoba, a una similitud 

genética relativa del 80% muestra 20 clusters los cuales comprenden varios grupos con 

pocas cepas, cada grupo corresponde a un genotipo (Figura 27). Este cebador, como 

también fue observado en el análisis de cepas aisladas de huéspedes humanos, tiene un 

alto poder de discriminación. Se observa que las cepas 663 y 664 son similares 

genotípicamente, tienen el mismo biotipo y pertenecen al mismo tambo, por lo tanto podrían 

estar relacionadas epidemiológicamente. Lo mismo podría estar ocurriendo con las cepas 

606 y 612, aunque no comparten el mismo biotipo. El grupo de cepas formado por 660, 603, 

618 y 619 tienen un mismo genotipo, diferentes biotipos y corresponden a tres tambos 

distintos. 

- Cebador OLP11 

Este cebador es el que agrupa la mayor cantidad de cepas (aisladas de la región de 

Córdoba), en la Figura 28 se puede observar que muchas cepas se agrupan al 100%. En un 

primer nivel de agrupamiento al 20%, las cepas se dividen 6 grupos. Los grupos A y B 

comprenden 19 cepas aisladas del tambo A (77%). En un segundo nivel de agrupamiento al 

80% se observan 16 genotipos. Las vacas del tambo A están infectadas con cepas de S. 

aureus correspondientes a 9 genotipos diferentes. Las cepas del tambo B se mezclan con 

las cepas del tambo A Las cepas del tambo C pertenecen a 5 genotipos diferentes. De 

acuerdo a estos resultados existirían ciertos genotipos asociados a un tambo determinado. 

No se encontró asociación entre genotipos, ecotipos y resistencia a antibióticos. 
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(Resuftabs

-Cebador OLP13 

En la Figura 29 se muestran los perfiles de las cepas ensayadas (aisladas de la 

región de Córdoba), en un primer nivel de agrupamiento se encuentran 8 grupos (A-H) y al 

80% al igual que con el cebador OLP6 las cepas se agrupan en varios clusters cada uno 

con pocas cepas. 

-Cebadores 0LP6, OLP11 y OLP13 

En la Figura 30 se observa que las cepas pudieron agruparse en 10 clusters (A-J), y 

al 80% de similitud en 30 genotipos diferentes. 

En todos los dendrogramas las cepas del tambo D se mezclan con las del tambo B y 

A. Algunas de las cepas del tambo C se agrupan en el mismo cluster, pero un bajo 

porcentaje se agrupa en otro cluster con cepas pertenecientes al tambo A. Por otro lado, las 

cepas del tambo A se asocian principalmente con el ecotipo bovino. 

El dendrograma de las cepas aisladas de la región de Buenos Aires (Figura 31) 

muestra que todas las cepas tienen un perfil común ya que al 20% de similitud genética se 

encuentra un grupo grande que asocia a todas las cepas. 
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*su ftaclos 

Cepa n°, biotipo, tambo, antib 

B 

B 
H 
B 

H 

A 

C 
C 
C 
C 

613 

626 
625 
623 
638 

640 NE2 C Sp 

607 NE1 A Pn 

610 II A 

H C 637 
601 NE2 A 

606 NE2 A Pn-Tc-Sm 
1 612 NE4 A Pn 

  604 H A 

620 B 

611 NE2 A 

624 H C 

H C • 622 
614 NE3 A 

 602 NE1 A 

665 NE1 A Pn-Sm 
661 NE1 A ND 

NE2 C ND 639 

660 H A Pn-Em-Tc 
603 H D Tc 
618 NE2 B ND 
619 B B ND 

615 B A ND 

8 A Pn 609 

667 NE2 A PN-Em-Sm 

605 H A Pn 
666 H A Sm 

663 NE5 A ND 
NE5 A ND 1 664 

621 NE1 B 

I 616 B A 
661 NE1 A ND 

608 B A Pn-Sp 

668 B A Arnp 
617 B A Pn 

  662 A ND 

60 70 80 90 

Porcentaje de similitud 

100 

Figura 27: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de mastitis 
bovina de la región de Córdoba ensayadas con el cebador OLP6. 
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Cepa n°, biotipo, tambo, antib 

E 

10 20 

613 B A - 

603 H D Tc 
668 B B Arnp 

615 B A ND 

607 NE1 A Pn 

660 H A Pn-Er-Tc 
609 B A Pn-
614 NE5 D 
606 NE2 A Pn-Tc-Sm 
612 NE4 A Pn 
616 B A 
663 NE5 A ND 
621 NE1 B 

664 NE5 A ND 
637 H B ND 
618 NE2 B ND 
620 B B 
610 H A ND 

619 B B ND 

601 NE2 A 
666 H A Sm 
602 NE1 A 
665 NE1 A Pn-Sm 
662 B A ND 

667 NE2 A 
I 661 NE2 A 

604 H A 

Pn-Er-Sm 
ND 

ND 

I  
617 B A Pn 

  622 H C 
624 H C 

  623 B C - 
1 638 H C ND 

1639 B C ND 
1640 NE2 C Sp 

605 H C Pn 
608 B C Pn-Sp 
661 NE1 C ND 

611 NE2 C 
640 NE2 C Sp 

626 B C ND 
... 

30 40 50 60 70 80 90 100 

Porcentaje de similitud 

Figura 28 Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de mastitis 
bovina de la región de Córdoba ensayadas con el cebador OLP11. 
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s Ttados 

Cepa n°, biotipo, tambo, antib 

613 B A 
610 H A NO 
618 NE2 8 NO 
619 B B NO 

614 NE5 D 

612 NE4 A Pn 
615 8 A NO 
661 NE1 A Pn-Er-Sm 
626 B C NO 
637 1-1 B NO 

622 H C 
601 NE2 A NO 
606 NE4 A Pn-Tc-Sm 
603 H D Tc 

667 NE2 A Pn-Em-Sm 
616 B A 
604 H A NO 

611 NE2 A NO 
609 B A Pn 
661 NE1 A NO 

605 H A Pn 
666 H A Sm 
624 H C 
602 NE1 A 
665 NE1 A NO 
617 8 A Pn 

662 B A NO 

663 NE5 A NO 
664 NE5 A NO 

607 NE1 A Pn 
638 H C NO 
620 B B 
621 NE1 B 
608 8 A Pn-Sp 

626 B C NO 

668 B B Am p 
640 NE2 C Sp 
623 B C 
660 H A Pn-Er-Tc 
640 NE2 C Sp 

20 30 40 50 60 70 80 90 100 

Porcentaje de similitud 

Figura 29: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de mastitis 
bovina de la región de Córdoba ensayadas con el cebador OLP13. 
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Cepa 

613 

Resultados 

n°, biotipo, tambo, antib 

B A 

B C ND 

H C 

626 

625 
640 NE2 C Sp 

623 B C 
638 H C ND 
607 NE1 A Pn 

614 NE5 D 

603 H D Tc 

610 H A ND 
617 B A Pn 

B B ND 618 

670 H C 

NE2 A Pn-Tc-Sm 606 
612 NE4 A Pn 
620 B B 

621 NE1 B 

616 B A 

611 NE1 A 
609 B A Pn 

667 NE2 A Pn-Er-Sm 
605 H A Pn 

628 NE1 A ND 

660 H A Pn-Er-Tc 

615 B A ND 
601 NE2 A 

604 H A ND 

666 H A Sm 

665 NE1 A Pn-Sm 
602 NE1 A 
662 5 A ND 

617 13 A Pn 

NE5 A ND 663 
664 NE5 A ND 

639 13 C ND 

622 H C 

624 H C 
608 B A Pn-Sp 

668 5 B Amp 
  661 NE1 A ND 

  ' 
60 70 80 90 

Porcentaje de similitud 

100 

Figura 30: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de mastitis 
bovina de la región de Córdoba ensayadas con el cebador OLP6, OLP11 y OLP13. 
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Figura 31: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de mastitis 
bovina de la región de Buenos Aires ensayadas con el cebador OLP1 3. 
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c) Cepas de 5 aureus aisladas de humanos y de bovinos 

Res u ftados 

Los perfiles de RAPD-PCR de cepas de S. aureus aisladas de humanos y bovinos 

obtenidos con los cebadores OLP6, OLP11 y OLP13 fueron 47. 67 y 68 considerando una 

similitud genética relativa del 50% (Figuras 32, 33 y 34). Los dendrogramas construidos con 

cada cebador mostraron que vahos aislados no pudieron diferenciarse uno de otro. 

Además, las cepas que se agrupaban juntas, a veces diferían, dependiendo del cebador 

usado. Al realizar el análisis con los 3 cebadores, al 30% de similitud, el número de perfiles 

aumentó a 79 y las cepas se agruparon en 11 grupos (A-K) al ser analizadas con los tres 

cebadores. En la Figura 35 se muestra que en el grupo A se agrupa el 95% de los aislados 

humanos, en los restantes grupos se encuentran las cepas bovinas. Los datos fueron 

confirmados mediante el análisis de coordinadas principales, donde los aislados fueron 

divididos en dos grupos por la segunda coordinada. Sólo 9 cepas (11%) no se agruparon en 

ninguno de los dos grupos (Figura 36). 

El índice de diversidad genética calculado entre las cepas aisladas de diferentes 

orígenes mostró ser relativamente baja en los aislados bovinos (Ho: 0.36 para bovinos y Ho: 

0.56 para humanos). No se encontraron diferencias significativas entre los índices de 

variabilidad genética de las poblaciones analizadas (P>0.05). Por otro lado, no se encontró 

una asociación evidente entre biotipificación y RAPD-PCR 

La asociación huésped específica ha sido descripta para otras cepas, como E. Col!, 

Bordetella bronchiséptica, Streptococcus agalactiae [Martínez y col. 2000; Selander y col., 

1990; Kapur y col. 1995]. 
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Figura 32: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de episodios 
clínicos en humanos y mastitis bovina ensayadas con el cebador OLP6. 
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Figura 33: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de episodios 
clínicos en humanos y mastitis bovina ensayadas con el cebador OLP11. 
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Figura 34: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de episodios 
clínicos en humanos y mastitis bovina ensayadas con el cebador OLP1 3. 
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Figura 35: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de episodios 
clínicos en humanos y mastitis bovina ensayadas con los cebadores OLP6, 01P11 y OLP13. 
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Figura 36: Análisis de coordenadas principales realizado por RAPD-PCR con los cebadores OLP6, 
OLP11 y OLP13 a partir del análisis de cepas humanas. 
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d) Cepas de 5. aureus aisladas de portadores sanos 

La Figura 37 muestra los perfiles de las cepas de S. aureus aisladas de portadores 

sanos, ensayadas con el cebador OLP11. En el dendrograma de la Figura 38 se puede 

observar que en general las cepas aisladas de portadores presentaron pocos genotipos. 

Resultados similares pudieron obtenerse con los otros cebadores. 

Cepa n°, aribb 

201 Pn-Amp 
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%menee* de einfilltud 

100 
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251 Pn-Amp-Er-TerTae 

255 Pe-Amp 
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233 Pn-Er-Tc 

245 Pn-Arrip 

290 Pn-Amp 

Figura 37 Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de portadores 
ensayadas con el cebador OLP11. 
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500 b p - 

L I 2 3 4 5 6 

III

Figura 38: Perfiles de cepas de S. aureus aisladas de portadores ensayadas con el cebador OLP11 
por RAPD-PCR. M= marcador de peso molecular 100 pb 
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Wes u itados 

Al realizar el dendrograma de las cepas humanas, aisladas de episodios clínicos y 

de portadores ensayadas con el cebador OLP11 y OLP13 pudo observarse que no hay 

diferenciación entre el origen de las cepas (Figura 39). 

Cepa n°, origen 
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Figura 39: Dendrograma construido mediante el análisis de UPGMA de cepas aisladas de episodios 
clínicos y portadores mediante el análisis con los cebadores OLP11 y OLP13. 
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e) Cepas de 5. aureus aisladas de alimentos 

Las cepas aisladas de alimentos mostraron perfiles diferentes entre sí al del resto de 

las cepas analizadas. Con el cebador P11 la banda de 700 pb fue compartida por el 75% de 

las cepas y la de 1000 pb por el 60%. Con el P13 el 57% comparte la banda de 1000 pb, el 

75% la banda de 700 y el 92% la banda de 500 pb. (Figura 40). 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 

Figura 40: Perfiles de cepas de S. aureus aisladas de alimentos ensayadas por RAPD-PCR con el 
cebador P13. 

El dendograma de las cepas ensayadas con los cebadores OLP11 y OLP13 (Figura 

41) muestra que al 40% los aislados fueron divididos en varios subgrupos, encontrándose la 

mayoría de las cepas en el primer subgrupo. Las cepas agrupadas al 100% de similitud 

genética son en su mayoría aisladas de helados. 

El análisis de las cepas según los distintos cebadores mostró que las mismas fueron 

agrupadas de manera muy similar. Los índices de discriminación calculados según Hunter-

Gaston fueron semejantes para el cebador para el primer OLP11 y OLP13 (0,947 y 0,949, 

respectivamente). 
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Figura 41: Dendograma construido mediante el algoritmo de UPGMA basado en el coeficiente de 
Dice (SD) obtenido luego de la comparación de ADN de cepas aisladas de alimentos mediante 
RAPD-PCR usando los cebadores OLP11 y OLP13. 

En la Figura 42 se muestra el análisis de las cepas aisladas de alimentos y cepas 

relacionadas a alimentos con los cebadores OLP11 y OLP13. Puede observarse que las 

cepas aisladas de alimentos no se diferencian con respecto a las cepas de superficies y de 

operarios. 
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Figura 42 Dendograma construido mediante el algoritmo d de ADN de cepas aisladas de alimentos 
y de superficies mediante RAPD-PCR usando los cebadores OLP11 y OLP113. 
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f) Cepas de S. aureus aisladas de huéspedes humanos, bovinos y de 

alimentos. 

Resulta interesante destacar que las cepas aisladas de alimentos mostraron perfiles 

genotipos semejantes a las cepas aisladas de portadores al analizadas con los diferentes 

cebadores. En el dendrograma de la Figura 43 se puede observar que las cepas se agrupan 

al azar, sin tener en cuenta la asociación huésped específica. Pero al realizar el análisis de 

coordenadas principales (Figura 44) se observan tres grupos que corresponden a las tres 

poblaciones ensayadas 

bll• • 

  ••• • 

Alimentes 111 .1 
••• 

0011 

'r ijo00 50 00 

16 Os 017.1001 

I I II 
•r• .0g 

HYMIMM 

Bovinas 

Figura 43: Dendograma construido mediante el algoritmo de UPGMA basado en el coeficiente de 
Dice (SD) obtenido luego de la comparación de ADN de cepas aisladas de huéspedes humanos, 
bovinos y alimentos mediante RAPD-PCR usando los cebadores P11 y P13. 
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Figura 44: Análisis de coordenadas principales realizado de acuerdo a los resultados obtenidos por 
RAPD-PCR con los cebadores OLP11 y OLP13. cepas humanas, (*) cepas bovinas, (*) cepas de 
alimentos 
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Ro-u rtados 

5- ANALISIS ESTADÍSTICO Y TAXONOMICO DE CEPAS DE 5. aureus POR 

REP-PCR 

b) Cepas de 5. aureus aisladas de humanos 

Se determinó que las cepas de S. aureus aisladas de humanos analizadas con el 

cebador RWE mostraron diferentes perfiles cuyos fragmentos variaron entre 250 y 4000 pb 

y el 95% compartió la banda de 350 pb (Figura 45). 

Ml 2 34 56 78 

6000 bp 

1500 bp - 

750 bp - 
. . 

Figura 45: Perfiles de cepas de S. aureus ensayadas por REP-PCR. M: marcador de peso molecular 
de 1000 pb. 

En un primer análisis de agrupamiento al 50% de similitud genética relativa las cepas 

se dividen en 5 grupos (A-E) (Figura 46). El cluster A agrupa 10 cepas (77%) pertenecientes 

a los biotipos no específicos y 7 cepas (54%) aisladas de hemocultivo, siendo todas 

resistentes a penicilina-ampicilina. El 77% de las cepas de este grupo son resistentes a 

estreptomicina. El cluster B agrupa el 82% de las cepas correspondientes al ecotipo 

humano. 

En este primer análisis de agrupamiento pueden identificarse 2 subgrupos BI y BII. 

El subgrupo BI está formado por 7 cepas pertenecientes al ecotipo humano y otras 7 cepas 

resistentes a penicilina-ampicilina. Dentro del grupo BI al 75% de similitud genética relativa 

se encuentra un grupo cuyas cepas fueron aisladas de herida quirúrgica, no hubo 
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Cepa n°, lugar, sitio de aisiamiento, botipo, antib 
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553555 
Re 
Re 

Piel 11
Piel NE3 

Pn-Sm-Tc-Amp 
Srn 

547 Re MR NE4 Pn-Km-Amp-Oxa 
548 RC Piel NE3 Pn-Amp 
549 Re Piel NE4 Pn-Amp 
520 Re fiemo NE5 Pn-Sm 

523 RC S.0 H Susceptible 

551 Re Cal H Pn-Tc 

540 BA Hemo NE4 Er-Tc 

 541 BA Cal H Pn-Er-Sm-Tc-Km-Amp 
525 BA Fiemo NE3 Pn-Er-Sm-Amp-Tc-Km-Nb-Oxa 

527-1 BA Piel NE1 Pn-Er-Km-Amp-Oxa 

534 BA Cal H Pn-Amp 
II 535 BA F1Q H Pn-Amp 

522 Re MR H Pn-Er-Sm 
529 BA Cal NE4 Pn 
544 BA Cat NE4 Te 
537 BA Piel H Pn-Er-Amp-Oxa 

543 BA Fiemo H Amp 

514 Re Piel 11 Pn-Er-Sm-Amp 

522 RC MR H Pn-Er-Sm 

523 RC S.O. H Susceptible 

E 532-1 BA Fiemo 11 Pn-Er-Sm-Tc-Cf-Km-Amp-Oxa 

545 Re Orina NE4 Pn-Tc-Amp 
- 

30 40 50 60 70 80 

Porcentaje de similitud 

so 100 

Figura 46: Dendograma construido mediante el algoritmo de UPGMA basado en el coeficiente de 
Dice (SD) obtenido luego de la comparación de ADN de cepas aisladas de huéspedes humanos de 
episodios clínicos mediante REP-PCR. 
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Wcs-ii liados 

asociación entre sitio de infección y biotipo, pero todas son penicilina resistente y 3 tienen el 

perfil penicilina, estreptomicina, tetraciclina y ampicilina resistentes. El grupo BU está 

formado por 7 cepas pertenecientes al ecotipo humano, 5 aisladas de catéter y 4 de 

hemocultivos. El análisis al 80% de similitud genética relativa mostró la presencia de 30 

genotipos. Según este análisis 4 aislados pertenecen al mismo genotipo y otros dos 

estarían epidemiológicamente relacionados. En las cepas aisladas se encontraron 

relaciones entre sitio de infección y genotipos, por ejemplo las cepas 517 y 542 aisladas de 

herida quirúrgica representarían el mismo genotipo y estarían relacionadas con las cepas 

530 y 536 también aisladas de herida quirúrgica. Tres cepas aisladas de infecciones serían 

iguales aunque no estarían relacionadas epidemiológicamente con el resto de las cepas 

aisladas del mismo sitio de infección. 

b) Cepas de 5. aureus aisladas de bovinos 

Se realizó el análisis molecular de las cepas de S. aureus aisladas de las dos 

regiones más importantes de la cuenca lechera argentina. La Figura 47 muestra los 

resultados obtenidos con el cebador REW. El número de fragmentos amplificados fue desde 

1 a 9. 

MI M2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 72 

1.111 

11111 da • 

Figura 47: Perfiles de cepas de S. aureus aisladas de bovinos ensayadas por REP-PCR. M1: 

marcador de peso molecular de 100 pb, M2: marcador de peso molecular de 1000 pb. 
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Resultados

Se construyó un dendrograma incluyendo todos los perfiles. Al primer nivel de 

similitud al 50% se definieron 6 clusters (1-VI). Es importante destacar que los genotipos de 

las cepas bovinas fueron divididos en grupos de acuerdo al origen de aislamiento. El cluster 

I agrupó el 93% de los aislados pertenecientes a la región II (Buenos Aires) y los cluster 

restantes agruparon a los aislados de la región I (Córdoba). Se observó también que las 

cepas pertenecientes al tambo D de la región I mostraron dos perfiles predominantes. 

Ochenta de 24 cepas (75%) del tambo D fueron asociadas con cepas aisladas de la 

región de Buenos Aires (grupos A, C, D y F) y entre ellas, el grupo F agrupó el 33% de los 

aislados. El 60% de las cepas de S. aureus de la región de Buenos Aires, se agruparon en 

los grupos A, B y C (9%, 20% y 31% respectivamente). Las cepas aisladas del tambo A y D 

mostraron la mayor diversidad genética, con 11 y 12 genotipos diferentes, cada uno. 

También es interesante destacar la presencia de dos perfiles predominantes en el tambo D. 

El 37% de las cepas aisladas de este tambo pertenecían a uno de estos dos genotipos. Por 

otro lado, el tambo B, tuvo la menor variación genética con solo 3 genotipos diferentes. El 

tambo B tuvo la menor variación genética con solo 3 genotipos diferentes. Por otro lado un 

mismo perfil fue encontrado en ambas regiones (Figura 48). En cepas bovinas no se 

encontró asociación entre genotipos y perfil de antibióticos. 
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Figura 48: Dendograma construido mediante el algoritmo de UPGMA basado en el coeficiente de 
Dice (80) obtenido luego de la comparación de ADN de cepas aisladas de huéspedes bovinos 
mediante REP-PCR. 
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Res-u ftados 

c) Cepas de 5. aureus aisladas de humanos y de bovinos 

El dendrograma realizado muestra que en general las cepas humanas y bovinas 

pueden separarse de acuerdo al origen (Figura 49). 

d) Cepas de 5. aureus aisladas de portadores sanos 

Las cepas aisladas de portadores mostraron pocos perfiles, pero mayor número de 

bandas que en el ensayo de RAPD-PCR. En la Figura 50 se pueden observar algunos de 

los perfiles obtenidos. En el dendrograma de la Figura 51 se observa que al 45% de 

similitud genética las cepas se agrupan en un solo cluster. En la Figura 52 se puede 

observar que las cepas aisladas de portadores se agrupan junto con las cepas aisladas de 

episodios clínicos, no se separan en dos grupos diferentes. 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

10000 bp — 

3000 bp — 

1000 bp — 

Figura 50: Perfiles de cepas de S. aureus de portadores ensayadas por REP-PCR. M: marcador de 
peso molecular de 1 kb. 
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Figura 49: Dendograma construido mediante el algoritmo de UPGMA basado en el coeficiente de 
Dice (SD) obtenido luego de la comparación de ADN de cepas aisladas de huéspedes humanos de 
episodios clínicos y bovinos mediante REP-PCR. 
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Figura 51: Dendograma construido mediante el algoritmo de UPGMA basado en el coeficiente de 
Dice (SD) obtenido luego de la comparación de ADN de cepas aisladas de portadores 
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Figura 52: Dendograma construido mediante el algoritmo de UPGMA basado en el coeficiente de 
Dice (SD) obtenido luego de la comparación de ADN de cepas aisladas de portadores y de episodios 
clínicos. 
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wesultados

e) Cepas de 5. aureus aisladas de alimentos 

En la Figura 53 se observan las bandas obtenidas a partir del ensayo de las cepas 

con la técnica de rep-PCR. En la Figura 54 se observan dichas cepas, que son 

genotípicamente iguales entre sí y semejantes a las cepas aisladas de portadores sanos y 

de episodios clínicos. 

Ml 2 3 4 5 6 7 8 9 

1000 bp — 

500 bp 

Figura 53: Perfiles de cepas de S. aureus de portadores ensayadas por REP-PCR. M. marcador de 
peso molecular de 1 kb. 

 •C111 
• -4137 

 1{2 

fil2 
—1118 

R13 
11716 
1119 

3 
11:14 
Pl2:3 
14 

 113 

 1111 
 E2 

 211 

 1 
1141 
lid 
513 

á á á 5\ o% á lá ááá l 

Figura 54: Dendograma construido mediante el algoritmo de UPGMA basado en el coeficiente de 
Dice (S0) obtenido luego de la comparación de ADN de cepas aisladas de alimentos. 
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u fta dos 

f) Cepas de 5. aureus aisladas de huéspedes humanos, bovinos y de 

alimentos. 

Se observaron diferentes genotipos entre las cepas aisladas de humanos y de 

bovinos, agrupándose las cepas humanas con la población humana y las cepas bovinas con 

la población bovina. Las cepas aisladas de alimentos fueron semejantes a las cepas 

aisladas de portadores sanos y de episodios clínicos. 

El poder de discriminación de la técnica de rep-PCR fue de 0 98. 

6- BUSQUEDA DE MARCADORES MOLECULARES MEbIANTE MEZCLAS bE ADN 

Al observar bandas compartidas en cada una de las poblaciones ensayadas, tanto 

en la técnica de RAPD-PCR y REP-PCR, se decidió realizar el análisis de mezclas de ADN. 

El propósito de dicho análisis fue encontrar posibles perfiles de bandas compartidas para la 

búsqueda de marcadores moleculares. 

El análisis de mezclas de ADN con el cebador OLP13 mostró un perfil de bandas 

comunes entre las cepas patógenas, tanto humanas como bovinas aisladas de casos 

clínicos (Figura 55). Las cepas de casos clínicos compartieron 5 bandas de 9 totales (55%) 

y las cepas de origen bovino aisladas de leche compartieron 3 bandas de 8 totales (37%). 

Las cepas bovinas de casos no clínicos mostraron tres bandas comunes, de 1400, 1300 y 

600 pb, en cambio las cepas bovinas y humanas de casos clínicos mostraron en común las 

bandas de 2000, 1800, 1500, 1000 y 900 pb. Estas bandas comunes presentes en cepas 

patógenas, tanto humanas como bovinas, podrían ser usadas como posibles marcadores 

genéticos de virulencia. 

Se considera que el criterio a tener en cuenta para seleccionar un marcador es que 

la banda a elegir debe ser nítida, fácil de reconocer y encontrarse en un atto porcentaje en 

las cepas ensayadas. Las bandas ambiguas no son útiles como marcadores genéticos 

(Caetano-Annoles y Gresshoff, 1998). 
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Wesultados

M1 1 23 4 5 6M 

1000 pb —ip 111 

di°  øp* um.
500 pb Mizia 

— oír 

- 1000 pb 

- 750 pb 

Figura 55: RAPD-PCR a partir de mezclas de ADN. Calles 1 y 2: mezclas de ADN de cepas bovinas 
de casos no clínicos; 3 y 4: mezclas de ADN de cepas bovinas de casos clínicos; 5 y 6 mezclas de 
ADN de cepas humanas de casos clínicos. M1: marcador de peso molecular de 100 pb, M2: marcador 
de peso molecular de 1000 bp. 

El dendrograma realizado a partir de los datos corrobora la observación visual. Se 

observa una gran diferencia entre las mezclas de ADN de cepas aisladas de casos clínicos 

versus las mezclas de ADN de cepas aisladas de casos no clínicos (Coeficiente de Dice= 

0.80) (Figura 56). El análisis de mezclas de ADN fue realizado con otros cebadores, pero 

por RAPD-PC no mostró resultados similares, sí al ensayar las mezclas por REP-PCR 

(datos no analizados). 

N1 

N2 

C1 

C2 

—41C2 

0.1 02 03 04 OS 0)5 0.7 02 09 10 
Coefficient 

Figura 56: Dendrograma construido mediante el algoritmo de UPGMA basado en el coeficiente de 
Dice (SD) obtenido luego de la comparación de perfiles de mezclas de ADN de cepas humanas de 
casos clínicos y mezclas de ADN de cepas bovinas aisladas de leche mediante RAPD-PCR usando 
el cebador OLP13. BN: Bovinas no clínicas, BC: bovinas clínicas; HC: humanas clínicas. 
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Wesuftados

Se continuó ensayando mezclas de ADN con el propósito de encontrar posibles 

bandas compartidas como marcadores moleculares de origen humano y bovino. Se realizó 

otro experimento mezclando ADN de cepas humanas y ADN de cepas bovinas. Los ADN 

fueron ensayadas con el cebador OLP13 mediante la técnica de RAPD-PCR. En la Figura 

57 se pueden observar dos bandas fuertes en los aislados de bovinos, de aproximadamente 

1300 y 600 pb, las cuales podrían ser marcadores de origen. 

Las mismas mezclas fueron ensayadas por REP-PCR y se confirmaron los 

resultados obtenidos anteriormente (Figura 58). 

M 1 2 3 4 

1000 pb - 

500 pb - 

Figura 57: RAPD-PCR de mezclas de ADN de S. aureus a partir de mezclas. Calles 1 y 2: mezcla de 
cepas bovinas, Calles 3 y4 mezclas de cepas humanas. M: marcador de peso molecular de 100 pb. 

10000 pb - 

1500 pb - 

750 pb - 

M 1 2 111 4-
4 -

Figura 58: REP-PCR de mezclas de ADN de S. aureus a partir de mezclas Calle 1: mezcla de cepas 
bovinas, Calle 2: mezclas de cepas humanas. M: marcador de peso molecular de 1kb. 
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Wesuftatios

Por otro lado se ensayaron mezclas de ADN con el propósito de encontrar posibles 

bandas compartidas como marcadores moleculares asociados a virulencia. En la Figura 59 

se pueden observar perfiles diferentes entre cepas no patógenas y patógenas. 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1000 pb 

1.d 

500 pb 

Figura 59: RAPD-PCR de mezclas de ADN de S. aureus a partir de mezclas. Calles 1-3: mezclas de 
ADN de cepas bovinas de casos no clínicos. Calles 4-6: mezclas de A,DN de cepas bovinas de 
episodios clínicos. Calles 7 y 8: mezclas de cepas humanas de episodios clínicos. Calles 9 y 10: 
mezclas de cepas aisladas de humanos sanos. M: marcador de peso molecular de 100 pb. 

7-OPTIMIZACION DE LA TÉCNICA DE PFGE 

Para la puesta a punto de la técnica de PFGE, se probaron distintas condiciones de 

corrida con el objetivo de lograr una mejor resolución de los fragmentos de restricción. En la 

Figura 60 se muestra una corrida de PFGE en donde se observan los patrones de 

restricción con la enzima Sma I. Se analizaron dos cepas de S. aureus de origen bovino, 

RC108 y RC122. 
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Condiciones de corrida: 

Concentración de agarosa: 1,2 % 
Temperatura del buffer: 10°C 
Grados del campo eléctrico: 1200
Voltaje: 6 V/cm 
Tiempo de pulso inicial: 5 seg 
Tiempo de pulso final: 25 seg 
Tiempo de corrida: 22 hs 

Figura 60: Perfiles de cepas de S. aureus ensayados por PFGE originados por digestión con la 
enzima Sma 1. 

Se realizó el análisis de la técnica de PFGE en cepas cuyos perfiles fueron 

semejantes a las técnicas analizadas anteriormente. La puesta a punto del método de 

PFGE, permitió el análisis de 5 cepas aisladas de bovinos con mastitis y de humana de 

casos clínicos. La Figura 61 muestra que las cepas analizadas comparten las cuatro 

primeras bandas de aproximadamente 530, 470, 430 y 380 Kpb. 

Las cepas bovinas, aisladas de caso no clínico y de mastitis, comparten una banda 

de aproximadamente 100 Kpb. 

Se observa que las cepas humanas aisladas de casos clínicos tienen un perfil 

semejante a las cepas bovinas productoras de mastitis. 

Estos resultados confirmaron aquellos obtenidos por RAPD-PCR y REP-PCR. 
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Figura 61: Perfiles de cepas de S. aureus ensayadas por PFGE. Calle 1: cepa bovina aislada de 
caso no clínico; Calles 2 y 3: cepas humanas aisladas de casos clínicos; Calles 4 y 5: cepas bovinas 
aisladas de casos clínicos.M: marcador de peso molecular, concatémeros de fago 

8- ANÁLISIS MOLECULAR DE GENES RELACIONADOS A VIRULENCIA 

Con el fin de analizar epidemiológicamente la distribución de los genes asociados a 

virulencia en las cepas aisladas de distintos orígenes, se determinó la presencia y 

polimorfismos mediante amplificación por la técnica de PCR. Los genes estudiados fueron 

spaA (región IgG y región X), coa, clfA, cna, tipo de cápsula (CAP 5 y CAP 8) y los genes 

reguladores agr, hld y sae. Dichos genes fueron determinados en 46 cepas (20%) del total 

de aislados. En la Tabla 20 se muestran las características de cada cepa ensayada 

a) Determinación de palimorfismos 

i) Gen spaA 

La amplificación del gen spaA, con los cebadores spal y spa4 en las cepas de S. aureus 

reveló 4 perfiles. En las cepas aisladas de humanos se observaron diferentes tamaños en 

los fragmentos obtenidos (de 800 pb a 1200 pb), en cambio en las cepas aisladas de 

huéspedes bovinos mostraron idénticos tamaños de aproximadamente 1200 pb. La 

amplificación de la región IgG, región de unión a inmuglobulinas, reveló que el 91% de las 

cepas ensayadas mostró una banda de 900 pb, la cual indica que dichas cepas presentan 5 
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unidades repetidas. El resto de las cepas (9%) mostró una banda de 700 pb indicando que 

estas cepas poseen solo 4 unidades repetidas (Figura 62). La amplificación de la región 

variable X reveló que las cepas aisladas de huéspedes humanos tienen fragmentos de 

diferentes tamaños y por lo tanto diferente número de unidades repetidas. El polimorfismo 

de la región varió en tamaño de 2 a 12 unidades repetidas Por otro lado, las cepas aisladas 

de bovinos mostraron fragmentos de 300 pb, 250 pb, 280 pb y 150 pb siendo el número 

calculado de unidades repetidas de 10, 9, 8 y 4, respectivamente. El 80% de las cepas 

bovinas mostraron fragmentos de 300 pb y 280 pb indicando que poseen 10 y 9 unidades 

repetidas. El 86% de los aislados de alimentos mostró fragmentos de 300 pb y 315 pb 

indicando que dichas cepas poseen 10 y 11 unidades repetidas. Solo una cepa mostró un 

fragmento de amplificación de 100 pb (Figura 63). 

M, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314M2

100016, - 

1766 bp 

1033 bp 

653 bp 

Figura 62: Productos de amplificación obtenidos a partir de la amplificación del gen spaA con los 
cebadores spal y spa2 M1 marcador de peso molecular 100 bp. M2: marcador de peso molecular 
1000 bp. 
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Figura 63: Productos de amplificación del gen spaA región X en cepas de S. aureus. M: marcador de 
peso molecular 100 y 1000 bp. 

b) Gen coa 

Los productos de amplificación de las secuencias repetidas del gen coa fueron 

caracterizadas por el tamaño de los productos amplificados. En los distintos ensayos se 

obtuvieron más de una banda amplificada por cepa. En general se observaron 

polimorfismos en todas las cepas ensayadas. Se identificaron un total de 8 perfiles 

diferentes. Las cepas de origen humano mostraron diferentes polimorfismos con 1, 2, 4, 5, 6 

y 8 unidades repetidas. El 62% de las cepas humanas presentaron una banda de 700 pb, 5 

unidades repetidas, la cual no se encontró en ninguna de las cepas aisladas de huésped 

bovino ni en alimentos. Solo en una cepa (H321) se obtuvo un producto de amplificación de 

400 pb. Las cepas aisladas de portadores nasales mostraron 7 unidades repetidas. Las 

cepas aisladas de bovinos mostraron regiones polimórficas de 1, 2, 3, 4, 7 y 8 unidades 

repetidas. El perfil coa predominante fue de 4 unidades repetidas, correspondiendo a una 

banda de 900 pb, la cual se encontró en el 40% de las cepas. Ninguna de las cepas bovinas 

mostró 5 unidades repetidas. El 57% de las cepas aisladas de alimentos mostró tener 4 

unidades repetidas (Figura 64) 
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Figura 64: Productos de amplificación del gen coa en cepas de S. aureus. Primera línea: cepas 
aisladas de huéspedes humanos Segunda línea: cepas aisladas de huéspedes bovinos. Ml: 
marcador de peso molecular 1000 bp M2: marcador de peso molecular 10() bp 

e) Gen efla 

La amplificación el gen clfA resultó en un único fragmento de 1000 pb, el cual se 

encontró en el 89% de las cepas de S. aureus. El 11% de las cepas, cuatro cepas aisladas 

de bovinos y 1 de alimentos, presentaron un fragmento de 900 pb (Figura 65). 

L 1 2 3 4 56 78 9 10 11 121314 15 16 1718 L 

1766bp-

1033bp-
653tp-

Figura 65 Productos de amplificación del gen clfA en cepas de S aureus Primera línea: cepas 
aisladas de huéspedes humanos Segunda línea: cepas aisladas de huéspedes bovinos. 
marcador de peso molecular 1000 bp M2: marcador de peso molecular 100 bp. 
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Tabla 20: Características genotípicas de cepas de S. aureus aisladas de distintos orígenes 

CEPA ORIGEN LUGAR BIOTIPO PERFIL 
ANTIMICROBIANO 

GENES ANALIZADOS 

spa X 
N° de 

repetidos 

coa 
N° de 

ry• tidos 
clfA cna Polisacárldo 

capsular n° 
Clase agr ame 

516 Hueso Río Cuarto NE1 Pn, Amp 8 s 1000 No 5 no 8 3 
522 Mat. respiratorio Río Cuarto Human Pn, Er, Sm, Nov, Amp 2 5 1000 No 5 no 8 - 
527 Hem oculti ro Buenos Aires NE4 Pn, Er, Kan, Amp, Ox 9 5 1000 + 5 2 + 
532 Hemocultíro Buenos Aires NE5 Pn, Er, Sm , Tc, Ce, Kan 5 4 1000 + 8 1 + 

532-1 Cateter Buenos Aires Human Pn, Er, Sm, Amp, Ox 9 1 1000 5 + 
534 Herida quirúrgica Buenos Aires Human Pn, Amp 9 5 1000 5 - + 
536 Infección en piel Buenos Aires Human Pn, Sm, Tc, Nov, Amp 9 5 1000 + No 5 no 8 3 - 
537 Infección en piel Río Cuarto Human Pn, Sm, Amp, Ox 10 5 1000 + 5 2 + 
538 Cateter Río Cuarto NE4 Pn, Er, Tc, Kan 9 5 1000 5 2 - 
541 Hemocultívc Río Cuarto Human Pn, Er, Sm 9 5 1000 - 5 2 + 
543 Cateter Río Cuarto Human Amp 9 8 1000 5 + 
544 Infección urinaria Río Cuarto NE4 Tc 9 e 1000 5 3 + 
546 Cateter Rio Cuarto Human Pn, Er, Sm, Tc, Amp, Ox 5 4 1000 5 2 + 
551 Cateter Buenos Aires Human Pn, Tc, Amp 9 2 1000 8 3 + 
557 Portador nasal Río Cuarto NE4 - 4 5 1000 8 3 + 
220 Portador nasal Río Cuarto NE1 Pn, Sm, Kan, Ox 2 2 1000 No 5 no 8 2 - 
228 Portador nasal Río Cuarto NE1 Pn, Sm, Tc, Er, Tc, Ox 4 7 1000 No 5 no 8 3 
253 Portador nasal Río Cuarto Human 10 2 1000 8 3 - 
203 Portador nasal Río Cuarto NE3 Pn 10 7 1000 5 1 
239 Portador nasal Río Cuarto NE4 Pn 4 7 1600 5 1 + 
240 Portador nasal Río Cuarto NE5 Pn 4 7 1000 No 5 no 8 3 - 
243 Portador nasal Río Cuarto Human Pn a 2 1000 No 5 no 8 
702 Vaca Buenos Aíres NE1 - 10 2 1000 5 2 
713 Vaca Buenos Aíres Bovina 9 2 1000 5 - + 
719 Vaca Buenos Aíres Bobine - 10 8 1000 5 2 + 
720 Vaca Buenos Aires Borine Pn 10 1 900 No 5 no 8 2 
722 Vaca Buenos Aires Bovina Pn, Sm 9 4 900 No 5 no 8 2 
725 Vaca Buenos Aires Bovina Sm 9 7 1000 5 3 + 
726 Vaca Buenos Aires NE2 Pn-Sm 8 7 1000 - 5 - + 
728 Vaca Buenos Aires Borne ,.. 8 7 1000 5 1 + 
730 Vaca Buenos Aíres NE5 - 9 1 900 No 5 no 8 1 
732 Vaca Buenos Aires NE2 Pn 9 7 1000 5 1 + 
734 Vaca Buenos Aires NE2 Sp 10 7 1000 5 2 + 
743 Vaca Buenos Aires Bobine Sm 9 2 900 No 5 no 8 1 
745 Vaca Buenos Aíres NE2 Pn 10 7 1000 5 3 + 
747 Vaca Buenos Aíres NE1 Sm 2 4 1000 5 2 + 
836 Vaca Río Cuarto Borne - 2 7 1000 No 5 no 8 - 
637 Vaca Río Cuarto Bovina 9 4 1000 No 5 no 8 2 
A114 Helado FU() Cuarto NE2 11 4 1000 e 2 + 
A117 Helado Río Cuarto NE1 10 1 900 No 5 no 8 - 
A118 Helado Río Cuarto NE2 11 4 1000 e 2 
A120 Helado Río Cuarto NE2 6 5 1000 1 
A123 Helado Río Cuarto NE2 2 a 1000 No 5 no 8 - 4.1 

A124 Helado Río Cuarto NE2 11 4 1000 e 2 + 
2N1 Torta Río Cuarto NE1 10 4 1000 No 5 no 8 - 
SM1 Cake Río Cuarto NE4 10 5 1000 5 2 + 



4) Gen cap 

Las cepas fueron analizadas por PCR para la presencia del gen que codifica para el 

polisacárido capsular tipo 5 y tipo 8. Se encontró que el 46% del total de cepas portaba el 

gen para el polisacárido capsular tipo 5 y el 15% el gen para el polisacárido capsular tipo 8. 

El 37% de las cepas ensayadas fueron negativas para ambos genes. cap 5 se encontró 

presente en el 48% y 60% de las cepas humanas y bovinas, respectivamente (Figura 66). 

Ninguna cepa bovina ensayada presentó cap 8. El 43% y el 14% de las cepas aisladas de 

alimentos presentaron cap 5 y cap 8, respectivamente. 

1 2 3 4 5 6 7 8 91011M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 

- 1766 bp 

653 bp 

Figura 66: Productos de amplificación del gen cap en cepas de S_ aureus. Foto A: Fragmentos 
correspondientes a la amplificación del tipo capsular 5. Foto B: Fragmentos correspondientes a la 
amplificación del tipo capsular 8. M: marcador de peso molecular 1000 bp. 

d) Gen cna 

Solo el 11% de las cepas analizadas fueron positivas para el gen cna y todas 

pertenecían a aislados humanos. El 75% de las mismas mostraron un fragmento de 1700 

pb y el 25% un fragmento de 1200 pb, indicando 3 y 2 unidades repetidas, respectivamente 

(Figura 67). Las cepas que mostraron amplificación del gen corresponden a aislados de 

infecciones de piel, hemocultivo y portador nasal. 
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Figura 67: Productos de amplificación del gen cna en cepas de S aureus. M: marcador de peso 
molecular 1000 bp 

e) Gen sea 

La amplificación del gen sea mostró que el 85% de las cepas analizadas fueron 

positivas para dicho gen. Cuatro cepas aisladas de bovino, dos de alimentos y una de 

humano (27%, 14% y el 6.25% respectivamente), fueron negativas para la amplificación de 

dicho gen. En la Figura 68 se muestran los productos de amplificación. 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1000 bp 

500 bp 

Figura 68: Productos de amplificación del gen sea Línea 1 cepas de S. aureus aisladas de 
huéspedes humanos Línea 2: cepas de S. aureus aisladas de huéspedes bovinos. M: marcador de 
peso molecular 100 bp 
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f) Gen agr 

Al clasificar las cepas de acuerdo a la clase de agr, se encontró que el 18% del total 

de las cepas ensayadas resultaron positivas para el gen agr clase 1, el 38% para el agr 

clase II, el 22% para el agr clase III, resultando un 22% no clasificable con los cebadores 

analizados. Los resultados se muestran en la Tabla 21. El 35% de las cepas humanas 

fueron agr clase III, el 26% fueron agr clase II y el 17% fueron agr clase I. El 66% de las 

cepas aisladas de humanos de episodios clínicos resultó ser agr clase II y III. El 43% de las 

cepas aisladas de portadores resultó ser agr clase III. El 47% de las cepas bovinas se 

correspondieron con el tipo agr clase II, el 27% fue agr clase I y el 13% fue agr clase III. El 

57% de los aislados de alimentos se clasificaron como agr clase II. Es importante resaltar 

que las cepas que portaban el gen agr clase 1 fueron las cepas menos patógenas y que el 

57% de estas cepas se relacionan con el perfil coa 7. Las cepas agr clase I y clase II 

estuvieron asociadas a la presencia del tipo de polisacárido capsular 5 y las cepas agr clase 

II estuvieron asociadas a un ecotipo huésped específico. Se determinó además que el 50% 

de las cepas resistentes a meticilina pertenecían al grupo agr clase III. En la Figura 69 se 

muestran algunos de los productos amplificados. 

Tabla 21: Clasificación de las cepas de S. aureus de acuerdo al gen agr. 

ORIGEN Cktse agr TOTAL 

agr I agr II agr III no clasificado 

Episodios clínicos 2 12% 5 31% 5 35% 4 16 
Portadores 2 28% 1 14% 3 43% 1 7 

4 17% 6 26% 8 35% 5 

Bovinas 4 27% 7 47% 2 13% 2 15 

Alimentos 0 0% 4 57% 0 0% 3 7 

TOTAL 8 18% 17 38% 10 22% 10 22% 45 
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Figura 69: Productos de amplificación del gen agr cepas de S. aureus. A: Primera línea: agr1, 
segunda línea: agr 2. B: agr3. 

g) Gen sae 

Detección del gen sae 

Todas las cepas de S. aureus fueron analizados para la presencia del gen sae. Se 

realizó la amplificación de la región sae-cbs con los pares de cebadores S1-S4 y S4-S7. De 

acuerdo a los resultados obtenidos mediante esta técnica, solo un bajo porcentaje de cepas 

S. aureus portaban el gen sae. Con los cebadores S7 y S4 no pudieron obtenerse productos 

de amplificación en las cepas ensayadas. Por lo tanto se decidió continuar los ensayos con 

el par de cebadores Si y S4, los cuales abarcan todo el gen sae más una región de 200 pb 

que corresponde a una parte del gen cbs. Solo un 29% de las cepas ensayadas mostraron 

productos de amplificación. El 17% de los productos de amplificación correspondió a cepas 

aisladas de huéspedes humanos y el 42% a cepas aisladas de bovinos. Es importante 

destacar que los productos de amplificación obtenidos mostraron polimorfismos (Figura 70). 

Para corroborar si la ausencia de productos de amplificación era debido a un 

problema de la técnica, se realizaron ensayos de PCR con diferentes concentraciones de 

ADN, pero no se obtuvieron productos de amplificación en ningún caso. 
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Figura 70: Productos de amplificación del gen saeS-saeR en cepas de S. aureus aisladas de 
huéspedes humano y bovino Foto A: Calles 1-3 cepas de S. aureus aisladas de humanos. Calle 4 
plásmido pRC9 portador del gen sae. Foto B: Productos de amplificación cepas de S. aureus. M: 
marcador de peso molecular de lkb. 

Por otro lado, se determinó la presencia del gen saeR con los cebadores S3 y S7. 

En la Figura 71 se muestran los productos obtenidos a partir de la amplificación. Se 

encontró que el 62% de las cepas ensayadas presentaron fragmentos de amplificación, el 

50% correspondió a cepas aisladas de huéspedes humanos, el 79% a cepas aisladas de 

huéspedes bovinos y el 61% a cepas aisladas de alimentos. 

Resulta importante destacar que el 50% de las cepas agr I y agr II y el 75% de las 

cepas agr III mostraron productos de amplificación para el gen sae (R y RS) y que el 90% 

(18 de 20) de las cepas con polisacárido capsular tipo 5 resultaron positivas para la 

amplificación del gen sae y compartían un mismo genotipo por RAPD-PCR. 

L 12 3456 789 10 L 
~ 11~ 1.1e"A"w" 

e* mili • • 
- 500 bp 

Figura 71: Productos de amplificación del gen saeR en cepas de S. aureus aisladas de huéspedes 
bovino. M: marcador de peso molecular. 
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Determinación del polimorfismo del gen sae 

Los productos obtenidos a partir de la amplificación el gen saeR fueron digeridos con 

las enzimas EcoRI y Accl Todos los digestos obtenidos mostraron iguales pesos 

moleculares (Figura 72). 

1 2 3 4 5 6 7 8 L • 
IME• AMI Mal 

••••••• 

OOP " 

-1500 bp 

- 500 bp 

Figura 72: Perfiles de digestión de los productos del gen saeR Calles 1-4 cepas de diferente origen 
digeridas con Accl Calles 5-8 las mismas cepas digeridas con EcoRV. M= marcador de PM. 

h- Determinación del gen hld 

Los ensayos de amplificación del gen hld se muestran en la Figura 73. Se 

obtuvieron productos de amplificación en el 77% de las cepas ensayadas. 

M 1 2 34 5 6 7 

1000 bp — 

500 bp - 

Figura 73: Productos de amplificación del gen hld en cepas aisladas de huéspedes humanos. 
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Los datos, tanto de sae como de hld, muestran que no en todas las cepas los genes 

pudieron ser amplificados. 

9) DETERMINACIÓN CUALITATIVA DE HEMOLISINA5 

Se realizó la determinación de hemolisinas a y 13 en placas de agar sangre de 

carnero para relacionar la presencia o ausencia de las mismas con la presencia del gen 

sae. La producción de hemolisinas es un factor importante en la patogenicidad y el gen sae 

regula la producción de dichas hemolisinas. 

De acuerdo a los datos obtenidos se encontraron asociaciones entre hemólisis y 

presencia o ausencia del gen saeR por PCR. La producción de hemolisinas fue menor 

cuando el gen no pudo ser amplificado por PCR y a la inversa. En la Figura 74 se muestran 

las hemolisinas características de un grupo de cepas. Como control se empleó la cepa de S. 

aureus 479. 

En la Tabla 19 se muestran las cepas y la presencia cualitativa de hemolisinas, en 

general las cepas que fueron negativas para la amplificación no presentaron ninguna de las 

hemolisinas determinadas o bien presentaron disminución de alguna de ellas, excepto para 

las cepas 5321 y 5271. 

A 

Figura 74: (a) Hemólisis producida por cepas de S aureus. C- cepa control S. aureus 479. (b) 
Hemólisis se cepas cuyo producto del gen sae pudo ser amplificado 
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ksuftados

Tabla 22 Relación presencia de gen sae y hemolisinas a y p. 

CEPA N° a hemólisis p hemólisis sae 

517 + + - 

546 +* - - 

5321 ++ ++ - 

532 - + - 

530 + ++ - 

547 ++ + 4 

537 + + _ 

510 - - - 

5271 ++ ++ 

527 ++ ++ + 

528 + + ND 

536 +++ ++ - 

239 ++ ++ + 

233 +* - NO 

211 ++ + NO 

NO: no determinado, * hemólisis débil. 

10) bETERMINACIÓN CUALITATIVA bE COAGULASA 

Siguiendo el mismo objetivo anterior se determinó cualitativamente la producción de 

coagulasa. 

En la siguiente tabla se muestran las asociaciones entre coagulasa y presencia-

ausencia de productos de amplificación del gen sae obtenidas de tres cepas de S. aureus. 

Tabla 23: Relación coagulasa y presencia del gen sae. 

COAGU LASA 

CEPA TITULO sae saeR 

H10 1/100 - 

B13 1/1000 + - + 

B33 1/1000 + + 
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1- AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE CEPAS DE 5. aureus 

Se aislaron y caracterizaron cepas de huéspedes humano, bovino y de alimentos. 

Resulta interesante destacar que se trabajó con cepas aisladas de alimentos y de materiales 

contaminados debido a la importancia que tienen estas cepas en Salud Pública. Aunque las 

manos de los manipuladores son frecuentemente la mayor fuente de contaminación en los 

brotes, el equipo y las superficies ambientales también pueden ser fuentes de contaminación 

con S. aureus. 

De acuerdo a las características bioquímicas y hemolíticas, todos los aislados pudieron 

ser identificados como S. aureus. Las colonias de las cepas aisladas de huéspedes humanos 

produjeron pigmentos amarillos o naranja, lo cual coincide con estudios previos, Willis y col. 

(1966) demuestraron que más del 90% de las cepas aisladas de fuentes clínicas son 

pigmentadas. En cambio las cepas aisladas de huéspedes bovinos y de portadores humanos 

fueron en su mayoría no pigmentadas. Las cepas de S. aureus no pigmentadas se encuentran 

frecuentemente en subcultivos de microorganismos conservados en agar, aunque pueden 

originarse también de colonias no pigmentadas, mostrando apariencia sectorial. También se 

conoce que el tratamiento con nitrosoguanidina puede resultar en una pérdida irreversible de la 

capacidad de sintetizar pigmento (Grinsted y Lacey, 1973). Esta última observación sugiere que 

mutaciones puntuales influenciarían en el cambio de pigmentación. Los distintos trabajos sobre 

pigmentación en S. aureus sugieren que los genes responsables estarían localizados en 

plásmidos, debido a que la pérdida irreversible de caracteres en una alta frecuencia 

usualmente indica que los genes relevantes son parte de un plásmido, y que las cepas 

pigmentadas tendrían la ventaja in vivo de poseer resistencia a diversos factores ambientales 

como la desecación (Willis y col., 1966). De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente 

trabajo, la pigmentación también podría estar relacionada con la virulencia de las cepas. 

-CARACTERIZACION bE CEPAS DE 5. aureus: TECNICAS CONVENCIONALES 

Todos los aislados fueron tipificables según el sistema de tipificación propuesto por 

Devriese (1985). Se observó que en el 42% de las cepas, los ecotipos se corresponden con el 

origen de las mismas. Resultados similares fueron observados por Devriese en cepas aisladas 

de distintos huéspedes (Devriese, 1985). El ecotipo humano fue el prevalente en cepas 

aisladas de huéspedes humanos de casos clínicos, siguiéndole el biotipo NE4, esto podría 
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deberse a que estos biotipos difieren solamente en la prueba de crecimiento en Agar Cristal 

Violeta o bien estaría indicando que se tratan de cepas patógenas. Capita y col. (2002) 

observaron que las cepas de biotipos no específicos, junto con las cepas de ecotipo humano 

son frecuentemente toxigénicas y podrían ser consideradas como las más peligrosas en Salud 

Pública. 

Un 38% de los aislados de portadores correspondieron al biotipo NE1, por otro lado 

entre las cepas bovinas se encontró que el 18% de las cepas pertenecían al biotipo NE1. Este 

resultado podría estar indicando una posible diseminación de cepas de portadores hacia 

bovinos. Diferentes trabajos utilizando técnicas a nivel genotípico demuestran la diseminación 

de cepas humanas a bovinos (Musser y Kapur, 1992; Zadoks y col., 2000;). 

Es importante destacar que no se encontró asociación entre biotipos y sitios de 

aislamiento (considerando como sitios de aislamiento en humanos piel, catéter, hemocultivo, 

etc. y considerando tambos en bovinos). 

Entre los aislados de alimentos se encontró que un bajo porcentaje correspondió al 

ecotipo humano, estos resultados concuerdan con otros trabajos (Capita y col., 2002) y 

estarían indicando que, en general, no hubo contaminación por parte de huéspedes humanos o 

bien la misma fue baja luego del procesamiento del alimento El 71% de las cepas aisladas de 

alimentos correspondió al biotipo NE2, estos resultados no coinciden con los hallados por 

Devriese (1985), quien observó que la mayoría de las cepas analizadas correspondían a los 

ecotipos humano y aviar, aunque resulta importante destacar que en los estudios realizados no 

se informa el tipo de alimento analizado. El biotipo NE2 se encontró relacionado en un 15% con 

cepas aisladas de leche. Este dato podría estar indicando que los alimentos podrían estar 

contaminados con cepas bovinas. 

Los resultados obtenidos muestran que en general la técnica de biotipificación puede 

diferenciar a los aislados de acuerdo al origen (humano, bovino o alimentos). Aunque el hecho 

de haber encontrado diferencias entre los huéspedes humano y bovino, podría deberse a que 

entre las técnicas usadas en el sistema de biotipificación se determinó 3 hemolisina y dicha 

hemolisina es producida entre el 75% y 100% por los aislados bovinos y entre el 10% y 15% en 

los aislados humanos. 

El sistema de biotipificación en S. aureus ha sido usado para determinar el origen de 

este microorganismo en varios productos alimenticios (De Buyser y col., 1987; Devriese, 1985; 

Rosec y col., 1997). Sin embargo varias dificultades han sido encontradas al realizar el método. 

Entre ellas se pueden mencionar los errores en los resultados, debido a las condiciones de la 

técnica, la estandarización de los reactivos, los problemas de interpretación en la determinación 
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de la f3-hemolisina, en la coagulación del plasma bovino yen la prueba de cristal violeta. Estas 

dificultades son debidas a la falta de Kits comerciales disponibles. Aunque en la bibliografía 

también se menciona que esta técnica es poco confiable y es necesario realizar otras técnicas 

de tipificación para discriminar cepas (Hennekinne y col., 2003). En este trabajo los resultados 

obtenidos muestran que en general, la técnica puede diferenciar los aislados de acuerdo al 

huésped (huésped humano o bovino). 

Aproximadamente el 45% del total de aislados en el presente estudio fueron penicilina 

resistente, lo cual es consistente con la observación de otros autores (De Oliveira, 2000; Lowy, 

2003). Los niveles de resistencia para las cepas aisladas de huéspedes humanos (tanto de 

episodios clínicos como de portadores) fueron altos. 

Resulta interesante el hecho que un elevado porcentaje de las cepas (31%) aisladas 

de huéspedes humanos mostró resistencia a 40 más de los antibióticos ensayados esto podría 

estar relacionado con lo informado en la bibliografía que sugiere que la administración 

indiscriminada de antibióticos, sin previa determinación de la susceptibilidad de las cepas 

conduciría a fenómenos de transferencia genética con la consecuencia del surgimiento de 

mecanismos de resistencia a todos los antibióticos ensayados. En contraste con otros autores 

como Martínez y Baquero (2002) quien sugiere que ciertos sistemas de resistencia a 

antibióticos, como los sistemas de bombeo múltiple de droga, las plactamasas cromosómicas, 

algunas enzimas inactivantes de antibióticos y ciertas cloranfenicol-acetil-transferansas, no son 

mecanismos de resistencia adquiridos y posteriormente seleccionados como consecuencia del 

tratamiento antibiótico, sino que se encuentran en las estirpes de todas las bacterias 

analizadas. El desarrollo de agentes antimicrobianos con nuevos mecanismos de acción 

actualmente es limitado debido a fallas atribuidas a estrategias, que no consideran los 

mecanismos de resistencia intrínsecos de la bacteria, como por ejemplo los biofilms y los 

sistemas de bombeo múltiple, los cuales contribuyen a la resistencia bacteriana in vivo (Lowy, 

2003). 

Los porcentajes de resistencia a penicilina en cepas aisladas de episodios clínicos 

encontrados en el presente trabajo (71%) coinciden con otros autores, quienes informan que 

aproximadamente el 90% de cepas aisladas de infecciones son resistentes a penicilina (Del 

Vecchio y col., 1995; Chambers, 2001; Ro y col., 2001; Lowy, 2003). 

Se determinó la resistencia a meticilina, ya que un alto porcentaje (90%) de las cepas 

aisladas de episodios clínicos, tanto de humanos como bovinos, mostraron tener perfiles 

semejantes al ser ensayadas por RAPD-PCR. De acuerdo a la bibliografía, una gran cantidad 
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de cepas resistente a meticilina poseen perfiles genéticos semejantes y se sugiere que 

compartirían un mismo origen clonal (Kreiswirth y col., 1993; Kapur y col., 1995). Informes 

recientes de cepas MRSA aisladas en la comunidad conducen a suponer que la epidemiología 

de S. aureus está cambiando (Chambers, 2001). Tradicionalmente las infecciones por MRSA 

se adquirían en hospitales, actualmente pueden ser adquiridas en la comunidad. En la 

bibliografía se menciona que el nicho ecológico de S. aureus son las narices anteriores de 

humanos sanos, aunque puede ser encontrado en diferentes sitios de la piel y superficies 

mucosas. La prevalencia e incidencia de los portadores nasales varía de acuerdo a la 

población en estudio. Informes recientes muestran un bajo porcentaje de portadores de S. 

aureus en la comunidad, actualmente el porcentaje ha aumentado considerablemente (CDC, 

1999; Kluytmans y col., 1997). Resulta importante destacar que un 19% de las cepas aisladas 

de huéspedes humanos fueron MRSA y que de ellas el 6% correspondió a aislados 

proveniente de portadores. Ciertos estudios indican que la flora bacteriana nasal es modificada 

frente a la administración de antibióticos sistémicos y que la contaminación ambiental elevada 

con penicilina. Dentro de un hospital, constituye un factor de riesgo importante en la 

colonización de cepas de S. aureus penicilina resistente en las narices de los pacientes 

hospitalizados la cual conduce a la transmisión hacia otros pacientes. 

También resulta interesante el hecho que 11 cepas (24%) aisladas de infecciones en 

piel y mucosas hayan mostrado altos niveles de resistencia a todos los antibióticos ensayados. 

Este dato podría estar sugiriendo que las cepas aisladas de estos sitios serían las que tienen 

mayor contacto con otras especies bacterianas, tanto en la comunidad como principalmente en 

el ambiente hospitalario, y esto podría favorecer el intercambio de ADN para su supervivencia y 

por consiguiente a la adquisición de genes de resistencia a antibióticos (Lowy, 2003). 

La resistencia a antibióticos encontrada en cepas aisladas de huéspedes bovinos (50%) 

fue menor que aquella encontrada en las cepas aisladas de huéspedes humanos (87%), esto 

podría deberse a la menor presión de selección a la que están sometidas en su ambiente 

natural, ya que las infecciones intramamarias son tratadas con antibióticos diferentes de los 

que se usan en las infecciones en humanos y además las concentraciones empleadas en 

bovinos son menores. Estudios en Escherichia coli han demostrado que los aislados obtenidos 

de huéspedes humanos, pollos y bovinos tienen mayores índices de resistencia a antibióticos 

que los animales salvajes y esto se debe a la diferente presión de selección a las que están 

sometidas las cepas (Krumperman, 1983). 
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Por otro lado, al analizar las cepas según las regiones, resulta de importancia 

considerar los diferentes perfiles de antimicrobianos encontrados. Estos resultados podrían 

estar indicando diferencias en el manejo y práctica de antimicrobianos en los tambos, 

particularmente en el tipo y frecuencia del antimicrobiano usado. Los perfiles antimicrobianos 

fueron de limitado valor en diferenciar cepas relacionadas, este hecho podría deberse a que el 

48% de las cepas bovinas fueron susceptibles a los antimicrobianos ensayados. 

Los antibióticos beta-lactámicos se utilizan frecuentemente para el tratamiento de 

mastitis bovina en nuestro país. Dentro de este grupo de antimicrobianos, la penicilina es el 

representante más antiguo. Las drogas utilizadas en el tratamiento de mastitis durante los 

últimos años en la región lechera de Córdoba son las que han inducido más resistencia (Pn, 

Tc, Sm y Sp). En este estudio se encontró que un 30% de las cepas fueron resistentes a 

penicilina, lo cual fue semejante a lo hallado en estudios realizados en cepas provenientes de 

otras cuencas lecheras (Gentilini y col., 2000), aunque porcentajes relativamente menores 

fueron encontrados en diferentes países de Europa (De Oliveira y col., 2000). En un trabajo 

reciente Vintov y col. (2003) al realizar un análisis en 815 cepas de S. aureus aisladas de 10 

países europeos encontró un porcentaje de ocurrencia de 32.4% de resistencia a penicilina. 

El 100% de las cepas aisladas de huéspedes bovinos resultaron ser susceptibles a 

cefalotina. Estos datos coinciden con lo encontrado por otros autores (Calvinho y col., 2002), si 

bien existen escasos datos en nuestro país acerca de la susceptibilidad in vitro de cepas de S. 

aureus frente a varias cefalosporinas. Estudios realizados en 40 cepas provenientes de siete 

establecimientos de la cuenca lechera central, mostraron una sensibilidad del 100% a este 

antimicrobiano (Heer y col., 1990). Estudios recientes muestran escasa o nula resistencia a 

cefalosporinas de primera generación, como por ejemplo cefalotina (Acuña y col., 2000; 

Gentilini y col., 2000). 

En este trabajo no se encontraron cepas bovinas resistentes a oxacílina. Estos datos 

estarían indicando que las cepas meticilino resistentes no representan un problema importante 

en los rodeos lecheros en Argentina, a pesar del uso frecuente de diferentes f3-lactámicos. En 

los aislados bovinos, es raro encontrar resistencia a meticilina, aunque ha sido informada en 

Staphylococcus coagulasa negativos en nuestro país (Gentilini y col., 2002), en Estados Unidos 

(Mc Donald y col., 1981), Europa (Aestrup y col., 1995) y Japón (citado en Zadoks y col., 2000). 

La información acerca de la susceptibilidad de los patógenos de mastitis frente a los 

agentes antimicrobianos puede ser utilizada, en conjunto con otros parámetros, como guía 

para la selección de drogas para la terapia de mastitis. Contar con esta información y su 
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variación en el tiempo es de primordial importancia al aplicar un plan de control. Asimismo, en 

medicina veterinaria es importante desarrollar criterios de interpretación de susceptibilidad, ya 

que los actuales criterios provienen de antibióticos referidos a seres humanos. 

No se encontró relación entre los ecotipos prevalentes, bovino y humano, con el perfil 

de resistencia a antibióticos. Esto puede deberse a que el 50% del total de cepas fueron 

susceptibles a los antibióticos ensayados. Es importante destacar que se observaron diferentes 

perfiles de resistencia a antibióticos en las poblaciones humanas y bovinas de las cepas 

ensayadas, demostrando que el perfil de antibióticos también podría ser usado para diferenciar 

cepas aisladas de huéspedes humanos y bovinos. 

3 -CARACTERIZACION IDE CEPAS bE 5. aureus: TECNICAS MOLECULARES 

El rol de los plásmidos en cepas de S. aureus aisladas de huéspedes humanos y 

bovinos está bien documentado (Piccini y Zecconi, 2001). Estudios previos realizados en cepas 

aisladas de huéspedes humanos, muestran que los plásmidos de S. aureus se encuentran en 

cepas epidemiológicamente relacionadas. Sin embargo el uso de los perfiles plasmídicos como 

marcadores de virulencia en cepas aisladas de mastitis no ha sido considerado de importancia. 

Una de las razones se debe a que estudios previos mostraron que entre el 25 y el 75% de los 

aislados de mastitis bovina no portaban plásmidos (Matthews y col., 1992; Aarestrup y col., 

1999). Por otro lado, Piccini y Zecconi (2001) demuestran que la mayoría de las cepas de S. 

aureus (96%) analizadas pudieron ser caracterizadas por la presencia de uno o más plásmidos. 

En el presente trabajo se realizó la extracción de ADN plasmídico en cepas de S. 

aureus con el fin de encontrar alguna relación entre la presencia de plásmidos, origen de las 

cepas y perfiles de resistencia a antimicrobianos. Un 60% de las cepas aisladas de bovino 

presentaron plásmidos, aún cuando mostraron bajas o nulas resistencias a antimicrobianos. 

Este resultado estaría indicando que no hay relación entre resistencia y presencia de 

plásmidos. Resulta importante destacar los resultados contradictorios mencionados en la 

bibliografía informaron que el 96% de las cepas ensayadas podaban plásmidos (Piccini y 

Zecconi, 2001). Por otro lado Baumgartner y col. (1984) informó que cepas de S. aureus de 

diferente origen, resistentes a penicilina y estreptomicina mostraron similares perfiles 

plasmídicos, pudiendo asociarse con la resistencia a antibióticos. Sin embargo, Ombui y col. 

(2000) determinó que la mayoría de los aislados de S. aureus de leche fueron resistentes a 

varios antibióticos, pero no encontró relación entre plásmidos y perfiles de resistencia. Las 
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discrepancias encontradas entre los resultados del presente trabajo y la bibliografía podrían ser 

atribuidas a las diferentes técnicas usadas. 

4- ANALISIS DE CEPAS DE 5. aureus POR RAPb-PCR 

Todos los aislados pudieron ser tipificados mediante las técnicas de RAPD-PCR y REP-

PCR. Es importante destacar que la selección de cebadores es crítica para determinar el poder 

discriminatorio de RAPD-PCR y analizar los resultados. La tipificación mediante RAPD-PCR 

generada por la combinación de los tres cebadores OLP6, OLP11, OLP13 aumentó la 

capacidad de la técnica para detectar variabilidad entre aislados. Este resultado está de 

acuerdo con lo informado por otros autores (Saulnier y col., 1993; Martínez y col., 2000). 

De los cebadores utilizados para el análisis de las cepas humanas por RAPD-PCR, el 

OLP6 fue el más discriminatorio, ya que pudo discriminar un mayor número de cepas, en 

cambio los cebadores OLP11 y OLP13 agruparon un mayor número de cepas. 

La asociación entre biotipos y genotipos obtenidos por RAPD-PCR fue observada 

sólo para el cebador OLP11, esta asociación como no es estadísticamente significativa debería 

confirmarse analizando un mayor número de cepas. Sin embargo en todos los análisis las 

cepas pertenecientes al ecotipo humano se encontraron a una similitud genética relativa similar 

a las cepas pertenecientes al biotipo NE4. Esta similitud podría deberse a que ambos 

genotipos difieren en solamente una prueba que es el crecimiento en Cristal Violeta. 

Hennekinne y col. (2003) en un trabajo reciente al analizar 73 cepas de S.aureus de diferentes 

fuentes por electroforesis de campos pulsantes demuestra que las cepas que poseían el 

mismo biotipo fueron agrupadas específicamente en uno, dos o tres subgrupos diferentes, 

mostrando una posible asociación entre PFGE y biotipificación. En este trabajo no pudo 

encontrarse una asociación tan fuerte. 

Resulta importante destacar las diferencias estadísticamente significativas según el test 

X2 para los perfiles penicilina-eritromicina, penicilina-ampicilina y meticilina y genotipo. Esto 

estaría indicando una asociacón entre determinados genotipos y la resistencia específica a 

antibióticos. Estos resultados fueron confirmados mediante el análisis de coordenadas 

principales. La relación entre resistencia a meticilina y perfiles genotípicos semejantes se 

informa en la bibliografía desde hace varios años. 
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(Discusión 

Se observó una asociación entre genotipos y sitios de infección al realizar el análisis de 

coordenadas principales. La relación entre genotipos y sitios de infección (glándula mamaria, 

pulmones, riñones, piel) es un tema relativamente nuevo. S. aureus es una bacteria versátil con 

capacidad de colonizar y producir infecciones en diferentes partes del cuerpo humano. Poco se 

conoce acerca del tropismo de S. aureus para causar infección en sitios específicos. Sin 

embargo, existe evidencia que sugiere que ciertos genotipos tienen una mayor asociación con 

tejidos específicos. Booth y col. (2001) en un estudio epidemiológico molecular mediante el 

análisis de 405 cepas de S. aureus por electroforesis de campos pulsantes, identificó 5 grupos 

los cuales podrían estar asociados a infecciones sitio específica. Resulta de importancia 

conocer los genotipos asociados a un sitio específico de infección, ya que los factores que 

confieren ese tropismo (determinados factores de virulencia) podrían ser de utilidad en los 

avances de la terapia antiestafilocóccica. 

El análisis de coordenadas principales, con los tres cebadores mostró asociación de los 

perfiles genéticos entre el lugar de aislamiento, el sitio de infección y la resistencia a meticilina. 

La relación entre perfiles y lugar de aislamiento es clara, una misma cepa pudo haberse 

diseminado en un mismo lugar geográfico. 

El análisis de las cepas bovinas con cada uno de los cebadores y c,on la combinación 

de ellos mostró una mayor diversidad genética que las cepas humanas. 

Sobre la base de datos publicados, los perfiles genéticos dentro de cada especie 

bacteriana comparten fragmentos comunes o conservados, los cuales definen a los aislados 

como miembros de la misma especie. Los fragmentos variables o polimorfismos indican la 

diversidad de las poblaciones bacterianas. En este trabajo se observó una variación genética 

entre tambos y dentro de cada tambo. Los tambos analizados tenían más de 3 genotipos. 

Aunque ciertos genotipos se encontraron en diferentes tambos, sugiriendo una diseminación, 

esto podría deberse a la proximidad de los establecimientos. Por otro lado, al igual que para los 

aislados humanos, se observó que las cepas que se agrupaban juntas con un cebador a veces 

diferían dependiendo del cebador usado. 

También resulta importante destacar que al realizar el análisis al 80% de similitud se 

encontraron pocos genotipos, por ejemplo en el dendrograma de las cepas aisladas de Buenos 

Aires puede observarse que las cepas tendrían un mismo origen donal. Este resultado coincide 

con los obtenidos por Matthews y col. (1994), Fitzgerald y col. (1997), Myllys y col. (1997) y 

Annnemüller y col. (1999), los cuales confirman la hipótesis de la existencia de un limitado 

número de dones especializados en producir mastitis bovina. 
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Pocos estudios en cepas de S. aureus aisladas de huéspedes humanos y bovinos han 

sido realizados en Argentina mediante técnicas basadas en el ADN El poder de discriminar 

cepas de S. aureus de distintos orígenes por RAPD-PCR usando un solo cebador resultó 

restringido, pero los datos obtenidos usando la combinación de cebadores seleccionados 

muestraron claramente que es posible diferenciar cepas de S. aureus aisladas de huéspedes 

humanos y bovinos. El concepto que las cepas de S. aureus aisladas de diferentes huéspedes 

difieren unas de otras fue apreciado por Madison en 1935 (1935). Varios informes han 

demostrado que el origen de S. aureus puede ser determinado mediante pruebas bioquímicas 

(Hájek y Marsálek, 1971; Devriese, 1984). Trabajos recientes han encontrado importantes 

diferencias genéticas entre las poblaciones humanas y bovinas; recientemente Herron y col. 

(2002) realizó un estudio genómico comparativo entre un clon asociado a mastitis, RF122 y los 

clones humanos recientemente secuenciados, Mu50 y N315. En dicho estudio se identificó una 

isla de patogenicidad SaPlbov, la cual incluye factores de virulencia y toxinas. En la isla se 

encontraron secuencias no descubiertas en los clones humanos, lo cual estaría indicando la 

presencia de secuencias específicas en el clon bovino. Entre los genes involucrados se 

encontraría el gen se!, cuyo producto es similar a la enterotoxina 1 y el gen bap, un gen 

involucrado en la formación de biofilm. Los resultados obtenidos en este trabajo están de 

acuerdo con Kapur y col. (1995), quien informó que la transferencia de cepas de S. aureus 

entre huéspedes humanos y bovinos parece ser limitada al analizar 200 cepas por enzimas 

multilocus. La especialización a nivel de huéspedes también fue informada por Kreiswirth y col 

(1983) quien observó que el gen TSST-1, involucrado en el síndrome del shock tóxico es 

genotípicamente diferente en cepas aisladas de ovinos y de humanos. Zadoks y col. (2000) 

confirma la asociación huésped específica en cepas aisladas de humanos y bovinos mediante 

ensayos de campos pulsantes. Rivas y col. (1997) en un análisis de cepas de S. aureus y S. 

agalactiae aisladas de leche bovina mediante ribotipificación informa que ninguno de los 18 

ribotipos encontrados en cepas de S. aureus han sido previamente encontrados en aislados 

humanos. Por otro lado, varios estudios sugieren que las manos de los tamberos están 

implicadas en la diseminación de cepas humanas a bovinos y en la consecuente producción de 

mastitis (Fox y col., 1991). 

En general las cepas aisladas de alimentos y de humanos portadores mostraron pocos 

genotipos al ser analizadas con cada cebador por separado y con la combinación de ambos. 

Dichos genotipos fueron discriminados de igual forma con los otros cebadores analizados. Las 
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<Discusión 

cepas aisladas de helados, fueron todas similares, indicando una única posible fuente de 

contaminación. 

Es importante destacar que las cepas aisladas de alimentos fueron genotípicamente 

semejantes a las cepas aisladas de portadores. Este resultado podría estar indicando que la 

contaminación de los alimentos proviene de portadores sanos. 

Los resultados obtenidos mediante la construcción de dendrogramas y análisis de 

coordenadas principales indicarían que las cepas analizadas por RAPD-PCR con los tres 

cebadores corresponden a tres poblaciones genotípicamente diferentes de acuerdo al origen. 

También resulta importante destacar que los resultados obtenidos por RAPD-PCR mostraron 

que no existe asociación entre genotipos y biotipos Estos resultados contrastan con lo 

observado para el cebador OL11 y con los resultados hallados por Flennenike y col. (2003). 

5- ANALISIS DE CEPAS DE 5. aureus POR REP-PCR 

Del análisis de las cepas humanas por REP-PCR se observó que todas las cepas 

compartían una banda de 350 bp. Este resultado es similar al mostrado por van der Zee y col. 

(1999). También se observaron asociaciones entre algunos genotipos y determinados ecotipos, 

entre genotipos y perfiles de resistencia a antibióticos y entre genotipos y sitio de infección. Los 

resultados obtenidos parecen indicar que los elementos repetidos en S. aureus usados como 

blancos podrían exhibir variación geográfica en su polimorfismo. 

Al analizar las cepas aisladas de huéspedes bovinos se encontró una gran diversidad 

de genotipos entre los aislados bovinos de la cuenca lechera central. Los genotipos pudieron 

dividirse de acuerdo al origen de aislamiento, mostrando que en cada región se encuentran 

genotipos prevalentes. A pesar del gran número de cepas diferentes dentro de los tambos, se 

encontraron perfiles predominantes en algunos tambos de la región de Córdoba, sugiriendo que 

los casos podrían haber sido causados por unos pocos clones. Estos resultados están de 

acuerdo con la teoría que la mastitis bovina es un problema endémico en el cual la infección se 

disemina mediante transmisión vaca a vaca (Magee y col., 1984; Zadoks y col., 2000). Por otro 

lado, no se encontró ningún perfil rep en los tambos de la región de Buenos Aires. Este 

resultado podría deberse al hecho que pocas cepas fueron aisladas en cada tambo. También 

es importante destacar que cepas de tambos ubicados en la región de Córdoba, fueron 

genotípicamente similares a las cepas aisladas de tambos de la región de Buenos Aires, a 

pesar que la distancia entre tambos es de 500 Km. Por lo tanto aunque son semejantes 
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genéticamente, no están epidemiológicamente relacionadas. Este resultado sugeriría que 

ciertas cepas tendrían una predilección para causar mastitis. 

Resulta importante destacar que no se encontró asociación entre genotipos rep y perfil 

de antibióticos. 

Los resultados obtenidos con está técnica mostraron que las cepas humanas o bovinas 

pudieron separarse de acuerdo al origen, al igual que con la técnica de RAPD-PCR. También se 

observó que el índice de diversidad fue diferente entre las cepas de ambos grupos, este 

resultado nos estaría indicando que los genotipos que producen enfermedad en un huésped no 

la producen en el otro. Resultados similares al ensayar la técnica de REP-PCR fueron 

informados por Jersek y col. (1999), quien ensayó cepas de Listeria monocytogenes aisladas 

de huéspedes humanos, animales y de alimentos. 

Los genotipos de las cepas aisladas de portadores y alimentos presentaron perfiles 

similares, indicando la presencia de un perfil predominante, el cual es diferente a los aislados de 

bovinos y humanos. 

Al realizar el dendrograma con los datos de todas las cepas ensayadas se observó que 

la técnica de REP-PCR fue capaz de discriminar a los aislados de acuerdo al origen. Estos 

resultados concuerdan con otros previamente discutidos. La importancia de estos datos radica 

en que la técnica de REP-PCR amplifica secuencias repetidas presente en distintos genes, lo 

cual estaría sugiriendo que las secuencias varian en número y tamaño según el origen de cada 

cepa. 

Los resultados obtenidos mediante la técnica de RAPD-PCR y REP-PCR fueron 

preliminarmente confirmados mediante un ensayo de campos pulsantes. Los resultados 

generales coinciden con los resultados obtenidos mediante la técnica de campos pulsantes. Los 

sitios de restricción de la enzima Smal están altamente conservados per se en las cepas de S. 

aureus (Wielders y col., 2002), y esto hace que la técnica tenga un elevado poder de 

discriminación; por lo tanto la diferencia encontrada en las cepas aisladas de distintos 

huéspedes estaría indicando la presencia de genotipos diferentes de acuerdo a su origen. 

Estos resultados indican que las técnicas de RAPD-PCR y REP-PCR podrían ser de utilidad 

para separar aislados en función del origen. 

Resulta interesante apuntar que, en general, los perfiles genotípicos fueron analizados a 

una similitud genética relativa del 100%, pero si el punto de corte es al 80%, como se hace en la 
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mayoría de los trabajos informados, se pueden observar pocos genotipos. Estudios recientes 

han enfatizado sobre la naturaleza clonal de S. aureus y sugieren que un número limitado de 

clones serían de relevancia clínica. Por ejemplo, Booth y col. (2001), caracterizó 405 cepas de 

S. aureus por campos pulsantes e identificó 91 perfiles distintos, 5 de los cuales fueron los 

responsables de más del 65 % de las infecciones. Los resultados dependen de la técnica 

utilizada y los criterios de interpretación al realizar el análisis. 

6- MARCADORES MOLECULARES 

Al realizar los ensayos con mezclas de ADN mediante RAPD-PCR con el cebador 

OPL13 se encontraron bandas fuertes y nítidas que se diferenciaban de acuerdo a las 

poblaciones y de acuerdo a la virulencia de las cepas ensayadas. Resultados similares fueron 

obtenidos con la técnica de REP-PCR. La importancia de estos datos radica en que la mayoría 

de las cepas aisladas de humanos son semejantes entre sí, pero diferentes a las aisladas en 

bovinos y viceversa. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores, en los 

cuales se informa sobre la naturaleza clonal de S. aureus (Kreiswirth y col., 1993). 

Las bandas podrían ser utilizadas como marcadores moleculares en cepas de S. aureus 

para la identificación rápida. Previamente sería adecuado un secuenciamiento de dichas 

bandas para determinar los genes implicados. 

7- ANÁLISIS MOLECULAR DE GENES RELACIONADOS A VIRULENCIA 

La amplificación del gen que codifica para la región de unión a inmunoglobulinas de la 

proteína A reveló un tamaño de aproximadamente 900 bp para la mayoría de los aislados 

analizados. De acuerdo a estudios previos, el tamaño de dicho fragmento indica que el gen de 

la proteína A contiene 5 unidades repetidas (Shopsin y col., 1999). 

Por otro lado, la amplificación de la región variable X reveló diferencias en el tamaño del 

fragmento para las cepas humanas y bovinas. Dicha región es caracterizada por un número 

variable de unidades repetidas las cuales evolucionan rápidamente y parecen ser adecuadas 

para discriminar cepas de S. aureus aisladas en un período de tiempo corto (Frenay y col., 

1996; Toshkova y col., 2001). En el presente trabajo se encontró que en general, las cepas 

bovinas no poseen polimorfísmos. Estos resultados están de acuerdo con Akineden y col. 
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(2001) al estudiar los polimorfismos del gen spaA en las cepas bovinas. De acuerdo a esto, las 

• cepas cercanamente relacionadas son las responsables de los casos de mastitis subclínica. 

• Estos resultados coinciden con otros informes, en los cuales se substancia la existencia de que 

• un número limitado de clones o genotipos de S. aureus estarían especializados y serían los 

• responsables en producir la enfermedad (Kapur y col. 1995; Zadoks y col. 2000; Stephan y col. 
• 

2001). Por otro lado, diferentes genotipos de S. aureus podrían causar infecciones en • 
• 

huéspedes humanos. 

• Resulta importante destacar que los resultados indican que las cepas humanas y 

• bovinas pudieron ser diferenciadas en dos poblaciones diferentes de acuerdo a los resultados 

• obtenidos a partir del polimorfismo de la fracción X del gen spaA. 

• Frenay y colaboradores (1996), en un estudio sobre cepas MRSA analizando el gen 
• spaA determinaron que las cepas con más de 11 unidades repetidas en la región X tienden a 
• 

ser epidémicas, mientras que la presencia de 7 o menos unidades repetidas indica que se trata 
• 

e de cepas no epidémicas o esporádicas. La presencia de 11 unidades repetidas en la región X 

• hace a una mayor longitud de la región de unión Fc a la superficie celular, la cual favorecería la 

• colonización e infección. Esto sería de fundamental importancia en las cepas epidémicas 

e (Hoefnagel-Schuermans y col., 1997). En este trabajo y de acuerdo a los datos anteriores, las 
• cepas MRSA halladas serían espóricas; sólo tres cepas de alimentos, susceptibles a meticilina , 
• poseen 11 unidades repetidas, lo cual indicaría una tendencia epidémica. Este resultado está • 
• de acuerdo ya que esas cepas podrían haber originado un brote alimenticio. 

• 
• La producción de coagulasa es el criterio principal usado en el laboratorio de 

• microbiología clínica para la identificación de cepas de S. aureus aisladas de infecciones en 

• humanos. Existen numerosas formas alélicas del gen de la coagulasa y cada aislado con 
• diferentes alelos, produce una o más de estas variantes enzimáticas. Se han determinado al 
• 

menos 8 enzimas diferentes mediante serología. En este trabajo pudieron identificarse las 8 
• 

e formas alélicas del gen. En los distintos ensayos, en algunas cepas, se obtuvieron más de una 

• banda amplificada. Estos resultados coinciden con Goh y col. (1992) y sugieren la presencia de 

• más de una forma alélica del gen de la coagulasa. La amplificación del gen coa mostró una atta 

• diversidad, aunque pudieron encontrarse perfiles predominantes en cepas de cada origen. El 

• perfil polimórfico de 5 unidades repetidas fue predominante en cepas aisladas de episodios 
• clínicos. Shopsin y col. (2000) encontró diferentes regiones polimórficas, las cuales variaron en 

• tamaño, de 3 a 7 unidades repetidas, siendo el perfil predominante el de 5 unidades repetidas. 

e Los datos podrían indicar la presencia de diferentes variantes enzimáticas de este factor de 

• 

• 
• 
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virulencia en los distintos aislados. En la literatura se informa que el reloj molecular del gen de la 

coagulasa evoluciona mucho más lento que otros ioci, como clfA, por lo tanto el gen coagulasa 

muestra pequeña variación entre las cepas no relacionadas (Sabat y col., 2003). De acuerdo a 

estos resultados las cepas ensayadas podrían no estar relacionadas epidemiológicamente. Por 

otro lado, resulta importante destacar que la tipificación mediante amplificación el gen coa pudo 

distinguir aislados con el mismo perfil spa. 

La amplificación del gen de adherencia a fibrinógeno no mostró diferencias entre los 

aislados de S. aureus de diferentes orígenes. Esto indica que el gen clfA es un marcardor 

altamente estable, como fue informado en la literatura (Herron y col., 2002). 

En la bibliografía se describen más de 11 tipos antigénicos diferentes, siendo cap 5 y 8 

los prevalentes (Karakawa y Vann, 1992). Un 62% de las cepas ensayadas pudieron ser 

amplificadas con los cebadores correspondientes a los genes cap5 y cap8. cap5 estuvo 

presente en cepas humanas y bovinas, mientras que cap8 no pudo ser hallado en cepas 

bovinas. El 38% de las cepas ensayadas fueron negativas para los polisacáridos capsulares 5 y 

8, lo que indicaría que estas cepas tendrían otros prototipos de polisacáridos capsulares. Booth 

y col (2001) en un estudio realizado en cepas de S. aureus, encontró que el 75% de los aislados 

clínicos fueron cap 5 y cap 8 Sordelli y col. (2000) en un estudio realizado en 195 cepas de S. 

aureus aisladas de bovinos en Argentina encuentra una prevalencia del 14%. Los datos 

obtenidos, junto con los otros previamente informados en la literatura indican que existen 

importantes diferencias en la prevalencia del tipo de cápsula (cap 5 y cap 8) entre las cepas 

bovinas aisladas de distintas regiones geográficas. El tipo de cápsula es usado para la 

formulación de vacunas contra mastitis. La ausencia de polisacárido capsular 8 en cepas 

bovinas, indicaría que el antígeno capsular 5 podría ser un buen candidato para la formulación 

de una vacuna contra mastitis en la región de Buenos Aires. Por otro lado, este hecho junto con 

el bajo porcentaje de cepas positivas para CAP 5 pone en duda el rol de estos dos tipos de 

polisacáridos capsulares como factores de virulencia en las infecciones causadas por S. 

aureus. 

Se encontró que un bajo porcentaje de cepas (11%) fueron positivas para la amplificación 

del gen cna, este dato está de acuerdo con la observación que la mayoría de las cepas no 

codifican el gen cna (Smeltzer y col., 1997). Solo las cepas que causan infecciones 

musculoesqueléticas portan el gen cna, debido a que la mayoría invariablemente se une a 
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(Discusión 

colágeno. En este trabajo todas las cepas aisladas de episodios clínicos en humanos 

amplificaron el gen cna, lo que indicaría que quizá estas cepas han estado asociadas 

anteriormente con infecciones musculares. Resulta interesante destacar que 2 cepas fueron 

aisladas de hemocultivo y Hienz y col. (1996) en un trabajo en modelos animales describe la 

importancia de la proteína de unión a colágeno como factor de virulencia en la endocarditis. 

Se encontró un elevado número de cepas positivas (85%) para el gen sea, estos resultados 

no coinciden con estudios previos que demuestran la presencia de dicho gen entre el 12% y el 

38% en las cepas analizadas (Peacock y col, 2002; Nashev y col. 2004). el-Ghodban y col. 

(1999), en un estudio en cepas aisladas de alimentos y episodios clínicos informa la presencia 

de enterotoxina A (SEA) en solo el 11.1% de los aislados. La importancia de detectar la 

entetoxina A en cepas de S. aureus, especialmente en cepas aisladas de alimentos 

contaminados, radica en que dicha toxina es la responsable de enfermedad alimentaria. El gen 

sea estaría en un segmento de ADN movilizable y uno de los lugares de inserción sería el gen 

que codifica para la 6-hemolisina, por lo tanto si el gen sea se inserta en el gen de la 0-
hemolisina, la producción de 6-hemólisis en agar de carnero al 5% seria nula. En dicho estudio 

el 97% de las cepas resultaron poseer el gen sea y el 85% mostraron 6-hemólisis en placa. 

Estos resultados nos estarían indicando que el gen sea de las cepas ensayadas en el presente 

estudio no se encuentra inserto en el gen que codifica para la hemolisina 6. 

Se encontraron diferentes clases de agr entre las cepas de S. aureus aisladas de 

diferentes orígenes sugiriendo que el gen agrtiene diferentes polimorfismos en las cepas de S. 

aureus de acuerdo al origen de aislamiento. Los resultados obtenidos coinciden con Gilot y van 

Leeuwen (2004), quien en un trabajo reciente encontraron asociaciones estadísticamente 

significativas entre clases de agr con infecciones en un huésped específico. 

El 50% de las cepas resistentes a meticílina pertenecían al grupo agr clase III, estos 

resultados son diferentes a los informados por Strommengerb y col. (2003) quien no encontró 

relación entre los grupos específicos de agr y la resistencia a meticilina. 

El gen hld codifica para el RNAI I I, el mismo tiene una estructura secundaria compleja. 

Existen evidencias que la estructura está ampliamente conservada entre las distintas especies 

de estafilococos, pero su secuencia nucleotídica es variable (Benito y col., 1998). En el presente 

trabajo se obtuvieron productos de amplificación en el 77% de las cepas ensayadas. Dichos 
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(Discusión 

resultados sugieren la existencia de polimorfismos en el gen hld entre las cepas analizadas. 

Los resultados obtenidos al amplificar el gen sae muestran que solo el 62% de las cepas 

ensayadas presentaron fragmentos de amplificación. Estos datos estarían indicando dos 

posibilidades, (1) que el gen sae no se encuentre en todas las cepas ensayadas. Para 

confirmar los datos sería necesario realizar un Southern blot utilizando digestos de ADN de 

cepas cuyos productos de amplificación resultaron negativos por PCR e hibridando con el gen 

sae marcado. Nuestros resultados concuerdan con estudios realizados en el gen regulatorio agr 

(Jarraud y col., 2000). Informes recientes sobre la distribución de dicho gen indican que en la 

regulación de S. aureus están involucrados varios genes los que posiblemente se encuentren 

en islas de patogenicidad (SaP1s) y se transfieren en forma horizontal entre las cepas (Moore y 

Lindsay, 2001). Lo que posiblemente podría indicar la ausencia de algunos genes en 

determinadas cepas. Otros informes sugieren que un alto número de genes de virulencia se 

encuentran en elementos genéticos móviles, Moore y Lindsay (2001) demuestra que los genes 

lukE-spIB, seg-sei y seh (genes regulatorios) serían elementos genéticos similares que pueden 

ser adquiridos o perdidos. (2) El gen sae podría ser polimórfico, por eso no siempre es 

amplificable con los cebadores empleados. Los cebadores empleados fueron diseñados de 

acuerdo a la secuencia determinada por Giraudo y col. (1997) en la cepa de nuestro laboratorio 

(Gen Bank accession number AF129010), aunque en un trabajo realizado por Steinhueber y 

col. (2003) al realizar el secuenciamiento de su cepa, éste no coincide con la secuencia de 

bases informada por Giraudo y col. (según Steinhueber y col., Gen Bank accesion n° AJ 

556794, cepa Newman; AJ 55 6795 cepa ISP479). Las diferencias en las bases se encuentran 

en la región terminal del gen próxima a la región cbs. Esta opción sería la más confiable, ya que 

al amplificar con los cebadores Si y S3 la región saeR, esta se amplifica en algunas cepas, 

pero cuando se amplifica la misma cepa con los cebadores Si y S4 no siempre pudo 

encontrarse producto. Esto estaría indicando que si hay una primera amplificación de un 

segmento del gen, debería haber una segunda amplificación del gen completo en la misma 

cepa, o sea el gen se encontraría presente; si no lo hubiese, el cebador S4 no sería 

complementario a la secuencia diana de esa cepa, lo que sugiere la existencia de polimorfismos 

en esa región. 

La hemolisina a de S. aureus se caracteriza por tener múltiples formas moleculares 

(Bermheimer, 1988), estas formas son isotoxinas o diferencias confonnacionales de una misma 

proteína. La toxina interacciona con las células, libera iones potasio y finalmente produce 
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(Discusión 

hemólisis. 

La hemolisina 13 es una fosfolipasa C capaz de degradar esfingomielina de las 

membranas celulares. Los eritrocitos de carnero y bovino son muy sensibles a la lisis de p lisina 

debido al alto contenido y localización superficial de esfingomielina. La lisis es caracterizada por 

la diferencia de temperatura frío-calor. 

Ambas hemolisinas junto con la coagulasa son reguladas por el gen sae, debido a esto 

se buscaron asociaciones entre niveles cualitativos de coagulasa y hemolisinas versus 

presencia - ausencia de los productos de amplificación del gen sae por PCR. En general, se 

encontró una relación entre presencia del gen y niveles de coagulasa y a o 13 hemolisina. Estos 

resultados sugieren que si el gen sae no se encuentra presente en todas las cepas, los niveles 

de las exotoxinas podrían variar de acuerdo a la presencia o ausencia del gen. Y si el gen tiene 

polimorfismos, lo cual podría ser la hipóteisis más adecuada, los mismos podrían estar 

ínactivándolo o bien produciendo una variante alélica del producto de dicho gen que actuaría en 

forma negativa sobre coagulasa y sobre las hemolisinas a y 13. 

PODER DE DISCRIMINACIÓN 

El índice de discriminación de una técnica aplicada a la tipificación bacteriana puede ser 

usado para comparar diferentes métodos. El análisis de plásmidos tiene dos importantes 

desventajas, primero, que algunos aislados no poseen plásmidos y segundo que los plásmidos 

son inestables. Por ejemplo, reordenamientos o deleciones de secuencias son eventos 

comunes en plásmidos, como también la pérdida total del mismo en las cepas bacterianas. Por 

estas razones, los perfiles de antibiogramas no son caracteres estables y no son confiables 

para la tipificación epidemiológica en aislados de S. aureus. La biotipificación es una técnica 

fenotípica y los marcadores fenotípicos son variables en el tiempo. La tipificación mediante 

RAPD-PCR o REP-PCR es útil para obtener información epidemiológica, pero en la 

amplificación son producidos un gran número de fragmentos los cuales son difíciles de 

interpretar. Además con estas técnicas solo se analiza un 10% del genoma de la bacteria. 

Actualmente la tipificación secuencias repetidas como los genes spaA, coa, cfIA, y cna, entre 

otros, se están utilizando ya que son técnicas simples y rápidas. Además, como se conoce la 

variación evolutiva de estos genes, es fácil hacer una interpretación de los perfiles. La técnica 
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(Discusión 

de campos pulsantes es considerada una de las mejores para realizar análisis entre diferentes 

aislados, pero es una técnica muy laboriosa y costosa. 

Aarestrup y col. (1999) compara el poder de discriminación de diferentes técnicas de 

tipificación, como antibiograma, biotipo, fagotipo, perfil plasmídico y ribotipo para cepas de S. 

aureus concluyendo que el ribotipo fue el más discriminatorio. Los resultados hallados por Rivas 

y col. (1997) están de acuerdo con Aarestrup y col. (1999) ya que indican que el ribotipo alcanza 

índices discriminatorios de aproximadamente el 95%. Recientes estudios demuestran que la 

electroforesis por campos pulsantes es la técnica más discriminatoria, sin embargo, en este 

trabajo se encontraron altos índices de discriminación para RAPD-PCR y REP-PCR. 

En este trabajo se analizó la tipeabilidad, reproducibilidad, poder discriminatorio, 

facilidad de uso y de interpretación de cada uno de los métodos ensayados. Contrariamente a 

lo pensado, el sistema de biotipificación también mostró un buen índice de discriminación 

(80%), lo cual está indicando que dicho sistema a pesar de haberse desarrollado hace ya varios 

años y basarse en pruebas bioquímicas es un buen sistema para diferenciar aislados de S. 

aureus. RAPD-PCR y REP-PCR fueron más discriminatorios al compararlos con el biotipo 

(95%-98% y 98%). Es importante destacar que todos los cebadores pudieron ensayarse en 

ADN de cepas de S. aureus aisladas de huéspedes humanos, bovinos y de alimentos. Los 

métodos de amplificación de secuencias repetidas mostraron buenos resultados, pudiendo 

diferenciar a las cepas. 

Las pruebas basadas en el genotipo están sujetas a pocos efectos ambientales 

comparadas con las pruebas fenotípicas, por lo tanto RAPD-PCR y la amplificación de 

secuencias repetidas en genes de virulencia podrían ser métodos de elección para diferenciar y 

agrupar aislados de S. aureus. Las ventajas de ambos métodos son la simplicidad, precisión y 

la velocidad, comparados con otros métodos moleculares como la electroforesis de campos 

pulsantes. 

En este estudio todas las técnicas empleadas, a pesar de sus ventajas y desventajas, 

arrojaron buenos resultados y en general los datos obtenidos de cada técnica fueron acordes 

entre sí. 
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Al analizar los resultados obtenidos según los distintos métodos: se observó que no 

hubo correlación entre los perfiles de RAPD-PCR y los biotipos. Sin embargo el análisis de 

biotipificación y REP-PCR demostró algunas asociaciones. Estos resultados coinciden con 

Hennekinne y col., (2003) quien al analizar 73 cepas de S. aureus aisladas de diferentes 

orígenes mediante electroforesis de campos pulsantes y biotipificación, observó que el 86% de 

las cepas que presentaron el mismo biotipo pertenecían al mismo grupo de perfiles obtenidos 

mediante la técnica molecular de electroforesis de campos pulsantes fueron agrupadas en el 

mismo grupo de perfiles obtenidos mediante la técnica de campos pulsantes. 

Se encontraron pocas relaciones entre el perfil de antibióticos y RAPD-PCR, las cuales 

estadísticamente no fueron significativas; por el contrario se encontraron relaciones importantes 

al analizar las cepas por REP-PCR. No se observaron relaciones entre los genotipos y los sitios 

de infección ni por RAPD-PCR ni por REP-PCR. Los datos obtenidos usando la combinación de 

cebadores seleccionados muestran claramente que es posible diferenciar cepas de S. aureus 

aisladas de huéspedes humanos y bovinos. 

La técnica de REP-PCR discrimina las cepas de manera diferente a la técnica de RAPD-

PCR, aunque los resultados generales coinciden con los obtenidos por RAPD-PCR. Se observó 

que las cepas que portaban el gen agr clase 1 fueron las cepas menos virulentas, ya que 

correspondieron a cepas humanas aisladas de portadores y cepas bovinas con baja resistencia 

a antibióticos en general. Más del 50% de estas cepas se relacionan con el perfil coa 7, 

sugiriendo tal vez una asociación entre clase de agr y coagulasa (cabe recordar que agrregula 

exoproteínas). Las cepas agr clase I y clase II estuvieron asociadas a la presencia del tipo de 

polisacárido capsular 5 y las cepas agr clase II estuvieron asociadas a un ecotipo huésped 

específico. Las cepas humanas y bovinas pudieron ser diferenciadas en dos poblaciones 

diferentes de acuerdo a los resultados obtenidos a partir del polimorfismo de la fracción X del 

gen spaA Algunas de las asociaciones encontradas entre los distintos genes tienen un 

fundamento de acuerdo a lo informado en la bibliografía, muchas no pueden fundamentarse 

debido a la complejidad del genoma de S. aureus. 

Cabe destacar que las diferentes características que se encontraron entre las cepas 

aisladas de distintos orígenes podrían tener relación con la virulencia, ya que las cepas fueron 

virulentas dependiendo de su origen. Por ejemplo, las cepas aisladas de episodios clínicos en 
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humanos fueron más virulentas que las cepas aisladas de mastitis y que las cepas aisladas de 

portadores sanos y alimentos. Aunque para realizar un completo análisis de virulencia 

correspondería ensayar las cepas en modelos animales. 

S. aureus tiene una elevada variabilidad genética, debida a fenómenos de transferencia 

horizontal y distintos eventos de recombinación, la cual se ve reflejada en el alto número de 

perfiles genómicos obtenidos en las técnicas moleculares. 

Se describe que cuando las bacterias causantes de enfermedades encuentran un 

nuevo obstáculo intercambian ADN con sus vecinas para adquirir genes necesarios para 

superar el obstáculo. Se conoce que S. aureus se ha adaptado repetidamente a nuevos medios 

y condiciones. Musser y col. (1992) sugieren que las bacterias se han adaptado a diferentes 

cambios mediante la incorporación de genes contingentes en múltiples ocasiones, mostrando 

así la facilidad de que aparezcan nuevas cepas y se diseminen en la población. Actualmente se 

está estudiando si determinadas cepas están adaptadas para transferir ADN o incorporarlo, si 

es así, la vigilancia epidemiológica se encontraría en este tipo de cepas. Los resultados 

obtenidos en el presente trabajo contribuirían a la búsqueda de este tipo de cepas y por lo tanto 

los mismos serían de importancia en la vigilancia epidemiológica. 
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Los datos obtenidos a partir de los genotipos permiten realizar inferencia de relaciones 

epidemiológicas, pueden proveer los estándares de un sistema taxonómico para clasificar los 

agentes causantes de infección intramamaria y facilitar estudios de inferencias de relaciones 

epidemiológicas. Además estas bases de datos podrían facilitar comparaciones entre cepas 

humanas y bovinas, como así también establecer programas de control en hospitales y tambos. 

Los resultados podrían ser importantes para construir bases de datos, a las cuales 

podría incorporase los resultados obtenidos por el sistema de biotipificación y la resistencia a 

antibióticos. En una base de datos se cargaría la información genética de cada cepa analizada 

según las distintas técnicas; esto permitiría monitorear las cepas de S. aureus, por ejemplo 

conocer si una cepa causante de infección en un tambo a determinado tiempo es semejante a 

la cepa que causó infección en el mismo tambo en otro tiempo. Y de esta forma establecer 

programas de control. El propósito de un programa de control debe apuntar a identificar el 

origen de los problemas y a establecer un plan de acción que sea más efectivo e incremente 

sus ganancias. Tanto para el tambo como para la clínica, las medidas recomendadas deben ser 

prácticas y sencillas con resultados visibles. 

Los resultados obtenidos representan un valioso aporte al conocimiento de la 

epidemiología de S. aureus y son relevantes para avanzar en otras líneas de investigación 

debido a que: (1) han permitido elucidar ciertas relaciones epidemiológicas, (2) contribuyen a la 

selección de cepas de S. aureus con características relevantes para ser utilizadas en el diseño 

de vacunas contra la mastitis bovina, (3) posibilitan un mejor conocimiento, tanto a nivel feno 

como genotípico de cepas de S. aureus de distintos orígenes y de distintas regiones, (4) estudio 

de: a) cepas MRSA; b) presencia y/o polimorfismos del gen sae en las cepas aisladas de 

diferentes orígenes; c) el análisis de las bandas posibles marcadores moleculares de origen y 

de virulencia y (5) han permitido la obtención de marcadores moleculares, los cuales podrían 

ser de utilidad en esquemas de identificación de cepas de S. aureus mediante métodos rápidos, 

lo cual permitiría desarrollar un método de detección en cepas de S. aureus para transferencia 

tecnológica a la industria láctea. 
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Condusiones

A partir del presente trabajo se obtuvieron las siguientes conclusiones: 

Independientemente de su origen de aislamiento, todas las cepas pudieron ser 

tipificadas mediante las técnicas empleadas. 

Todas las técnicas pudieron diferenciar, en mayor o en menor medida a las cepas 

de acuerdo a su origen de aislamiento. 

Los ecotipos del 42% de las cepas se corresponden con el origen de las mismas, 

indicando una asociación huésped-específica. 

Se encontró un alto porcentaje de resistencia a penicilina, tanto en cepas aisladas 

de huéspedes humanos como de bovinos. 

Tres poblaciones genotípicamente diferentes de acuerdo al origen (humano, bovino 

y alimentos) fueron identificadas a través del análisis molecular. 

Las cepas bovinas mostraron con cada uno de los cebadores y con la combinación 

de ellos una mayor diversidad genética que las cepas humanas. 

Los resultados obtenidos por RAPD-PCR y rep-PCR en cepas bovinas demostraron 

la existencia de un limitado número de clones especializados en producir mastitis bovina. 

Las cepas humanas y bovinas pudieron ser diferenciadas en dos poblaciones 

diferentes de acuerdo a los resultados obtenidos a partir del polimorfismo de la fracción X 

del gen spaA. 

Los datos del gen coa podrían indicar la presencia de diferentes variantes 

enzimáticas de este factor de virulencia en los distintos aislados. 

Un 62% de las cepas ensayadas pudieron ser amplificadas con los cebadores 

correspondientes a los genes cap5 y cap8. cap5 estuvo presente en cepas humanas y 

bovinas, mientras que cap8 no pudo ser hallado en cepas bovinas. 

ril Se encontraron diferentes clases de agr entre las cepas de S. aureus aisladas de 

diferentes orígenes sugiriendo que el gen agr tiene diferentes polimorfismos en las cepas 

de S. aureus de acuerdo al origen de aislamiento. 

La amplificación del gen sae demostró que solo el 62% de las cepas ensayadas 

presentaban fragmentos de amplificación, lo cual estaría sugiriendo la presencia de 

variantes alélicas en dicho gen. 
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